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Primer und Sonden zum Nachweis genitaler HPV-Genotypen 
Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Oligonucleotide, die als Primer zur 
Amplifikation von DNA genitaler humaner Papillomaviren (HPV) ge- 
eignet sind, Oligonucleotide und Nucleinsauremolekule, die als Son- 
den zum Nachweis und/oder zur Bestimmung genitaler HPV- 
Genotypen eingesetzt werden konnen, Verfahren zur Amplifikation 
der DNA genitaler humaner Papillomaviren, Verfahren zum Nach- 
weis und/oder zur Bestimmung genitaler HPV-Genotypen, die Oligo- 
nucleotide und Nucleinsauremolekule umfassende Nucleotid-Arrays 
und Kits sowie die Verwendung der Oligonucleotide und Nucleinsau- 
remolekule zur Amplifikation beziehungsweise zum Nachweis 
und/oder zur Bestimmung genitaler HPV-Genotypen, zur Diagnose 
und/oder Fruherkennung von Krankheiten sowie zur Herstellung von 
Mitteln zur Diagnose von Krankheiten. 

Infektionen mit dem in der Bevolkerung weit verbreiteten human- 
pathogenen Papilloma-Virus gehoren zu den haufigsten sexuell u- 
bertragbaren Viruserkrankungen. Die Ansteckung kann jedoch auch 
beim Neugeborenen uber den Geburtsweg erfolgen. Als Folgen ei- 
20 ner HPV-Erkrankung treten meist harmlose Hauterscheinungen auf. 
Bis heute wurden etwa hundert verschiedene Typen dieses Virus 
nachgewiesen. Papillomaviren werden unterteilt in kutane Typen, die 
vornehmlich in verhornendem Epithel Lasionen hervorrufen, und 
Mukosa-Typen, die insbesondere die Schleimhaute infizieren. Eine 
25 weitere Unterteilung erfolgt in mit gutartigen Lasionen assoziierten 
Typen (low risk types; Niedrig-Risiko-Typen) und solchen, die mit 
praneoplastischen und malignen Epithelveranderungen einhergehen 
(high risk types; Hoch-Risiko-Typen). Bekannte Hoch-Risiko-Typen 
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sind beispielsweise die Typen 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, und 82. Bekannte Niedrig-Risiko-HPV- 
Typen sind beispielsweise die Typen 6, 11, 40, 42, 53, 54, 57 und 
MM8. 

5 Etwa 25 der Papillomavirus-Typen stehen mit Erkrankungen im Ge- 
nitalbereich der Frau in ursachlichem Zusammenhang. HPV- 
Infektionen manifestieren sich im ano-genitalen Bereich der Frau 
insbesondere in Form kondylomatoser, dysplastischer und neoplas- 
tischer Lasionen. Da 99,7 % aller Cervix-Karzinome Papillomavirus- 

10 DNA enthalten, wird inzwischen allgemein akzeptiert, dass humane 
Papilloma-Viren notwendige Risikofaktoren fQr die Entstehung dieser 
Krebserkrankung darstellen. Epidemiologische sowie molekulare 
Studien haben gezeigt, dass eine dauerhafte Infektion mit Hoch- 
Risiko-HPV-Typen, insbesondere den HPV-Typen 16 und 18, mali- 

15 geblich an der Entstehung der Cervix-Karzinoms beteiligt ist. 

Sowohl beim Gebarmutterhalskrebs als auch bei anderen Krebser- 
krankungen, die epidemiologisch mit Papillomaviren assoziiert sind, 
beispielsweise bestimmten Formen des Hautkrebses, handelt es 
sich urn vermeidbare Erkrankungen, wenn fruhzeitige Erkennung 
20 und Behandlung gesichert sind. Ein zuverlassiges Verfahren zur Di- 
agnose einer vorliegenden HPV-lnfektion ist deshalb Voraussetzung 
fur eine zielgerichtete Therapie. 

Diagnostisch sind drei Formen der HPV-lnfektion zu unterscheiden, 
namlich die klinischen, subklinischen und latenten HPV-lnfektionen. 
25 HPV-assoziierte Epithelveranderungen des subklinischen bezie- 
hungsweise klinisch-manifesten Stadiums der Infektion lassen sich 
zytologisch relativ gut erfassen. Fruhstadien des Cervix-Karzinoms 
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werden daher derzeit hauptsachlich durch Entnahme eines Zellab- 
striches von der Portio beziehungsweise Cervix uteri in Kombination 
mit der Kolposkopie erfasst. Obwohl die zytologischen Verfahren 
dazu beigetragen haben, dass die Inzidenz von Cervix-Karzinomen 
5 in den letzten Jahren signifikant gesenkt werden konnte, liefern sie 
dennoch keine vollkommen befriedigenden Ergebnisse. Eine Prog- 
nose uber die Weiterentwicklung einzelner Lasionen ist nicht mog- 
lich. Die zytologischen Verfahren sind darQber hinaus mit einem rela- 
tiv grofcen subjektiven Fehler behaftet und nicht standardisiert. 

10 Da eine Anzucht und kulturelle Vermehrung von HPV nicht moglich 
ist, beruht der labortechnische HPV-Nachweis insbesondere auf der 
Erfassung viraler DNA oder Hullproteine. Mittels immunhistochemi- 
scher Farbung lassen sich beispielsweise Gruppen-spezifische Anti- 
gene (Kapsidantigene) der Papillomaviren identifizieren. Dieser Test 

15 hat jedoch aufgrund seiner geringen Sensitivitat nur geringe Aussa- 
gekraft. Auch serologische Untersuchungen zum Nachweis HPV- 
spezifischer AntikSrper im Serum von Patienten sind ohne Bedeu- 
tung fQr die Diagnostik, da sich selbst bei Patienten mit Cervix- 
Karzinom nur bei 50% aller Falle Antikorper nachweisen lassen. 

20 Eine grofie diagnostische Bedeutung haben Verfahren zum Nach- 
weis viraler Nucleinsauren in klinischen Gewebeproben. Besondere 
Bedeutung haben dabei solche Verfahren, die eine Unterscheidung 
zwischen individuellen Typen einer Niedrig- und Hoch-Risiko-HPV- 
Infektion ermdglichen, da nur die HPV-Typen HPV16, HPV18, 

25 HPV31 , HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, 
HPV58, HPV59, HPV66, HPV68 und HPV82 mit der Entwicklung von 
Cervix-Karzinomen in situ assoziiert sind, wobei wahrscheinlich auch 
HPV53 karzinogen ist. 
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Ein bekanntes Verfahren zum Nachweis von HPV-Nucleinsauren ist 
das HCM (Hybrid Capture Microplate)-Verfahren der Firma Digene 
(HC2 HPV DNA-Test), dem ein signalverstarkendes Hybridisierungs- 
verfahren zugrunde liegt. Als Hybridisierungssonden werden HPV- 

5 spezifische RNA-Sequenzen eingesetzt. Nach Inkubation der Son- 
den mit denaturierter HPV-DNA aus infiziertem Gewebe werden die 
gebildeten RNA/DNA-Hybride uber spezifische AntikSrper an der 
Mikroplatten-Oberflache einer Mikroplatte gebunden. Der Nachweis 
der RNA/DNA-Hybride erfolgt iiber einen zweiten AntikOrper, der mit 

10 alkalischer Phosphatase markiert ist. Dieses Enzym kann nach Zu- 
gabe bestimmter Substanzen messbares Licht erzeugen. Das HCM- 
Verfahren erlaubt eine subgruppen-spezifische Differenzierung zwi- 
schen den low risk-Typen 6, 1 1 , 42, 43 und 44 und den high risk- 
Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 68 und kann 

15 daher bei der Differentialdiagnostik unklarer zytologischer Befunde 
hilfreich sein. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist allerdings, dass ei- 
nige high risk-Typen nicht erfasst werden und dass es dariiber hin- 
aus zu einer Kreuzreaktion zwischen beiden Subgruppen kommt. 

Viele im Stand der Technik bekannten Verfahren zum Nachweis vira- 
20 ler Nucleinsauren in klinischen Gewebeproben beruhen auf voraus- 
gehender HPV-Genamplifikation. Als sensitivstes Verfahren hat sich 
dabei das PCR-Verfahren erwiesen. Mittels derartiger Verfahren 
kann ein relativ breites Spektrum von HPV-Viren nachgewiesen und 
anschlieBend auch einer Typisierung unterworfen werden, wobei die 
25 Typisierung hauptsachlich mittels Sequenz-Analyse des PCR- 
Amplifikationsproduktes erfolgt. Die Typisierung erlaubt eine genaue 
Charakterisierung des HPV-Typs nicht nur bei Einzel-, sondem auch 
bei Mehrfach- beziehungsweise Mischinfektionen und ermoglicht so 
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eine Qber den zytologischen Befund hinausgehende Beurteilung des 
onkogenen Potentials der nachgewiesenen HPV-Genotypen. 

Snijders et al. J. Gen. Virol., 71 (1990), 173-181, und Surentheran et 
al., J. Clin. Path., 51 (1998), 606-610, beschreiben PCR-Verfahren 
5 zum Nachweis von HPV-DNA, wobei Primer-Paare eingesetzt wer- 
den, die innerhalb des HPV-Strukturgens L1 liegen. Das amplifizierte 
Genfragment wird dann anschlieRend sequenziert, um eine Typisie- 
rung der nachgewiesenen HPV-Typen vorzunehmen. Nachteilig bei 
beiden Verfahren ist allerdings, dass das L1-Gen weniger gut kon- 

10 serviert ist als andere Bereiche der HPV-DNA. Mittels der beschrie- 
benen Verfahren kann daher nur eine begrenzte Anzahl von HPV- 
Typen erfasst werden. Beispielsweise lassen sich mittels der von 
Snijder et al. beschriebenen Primer einige HPV-Typen wie HPV30, 
HPV39 und HPV51 nur mit stark verminderter Sensitivitat nachwei- 

15 sen. Daruber hinaus ergeben einige HPV-Typen wie HPV18 bei Ver- 
wendung der von Snijder et al. beschriebenen Primer zusatzliche 
Banden. 

Die DE 100 09 143 A1 beschreibt ein PCR-Verfahren zum Nachweis 
einer allgemeinen HPV-lnfektion, insbesondere jedoch von HPV- 

20 DNA im Anogenitalbereich, wobei 2 Primer-Paare eingesetzt werden, 
die innerhalb des konservierten HPV-Gens E1 liegen. Allerdings las- 
sen sich nur die unter Verwendung eines Primer-Paares erhaltenen 
Amplifikationsprodukte zur sicheren Typisierung einsetzen, nicht je- 
doch die unter Verwendung des zweiten Primer-Paares erhaltenen 

25 Amplifikationsprodukte. Nachteilig ist ferner, dass die Typisierung 
erfolgt, indem die Amplifikationsprodukte entweder sequenziert oder 
mittels Temperaturgradienten-Gelelektrophorese untersucht werden 
mussen. Sowohl die Sequenzierung als auch die Durchfuhrung einer 
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Temperaturgradienten-Gelelektrophorese sind arbeits- und kostenin- 
tensive Verfahren. 

Ein erheblicher Nachteil der bekannten kommerziellen Tests zum 
Nachweis und zur Typisierung von HPV-Genotypen besteht daher 

5 vor allem darin, dass diese ein nur eingeschranktes HPV- 
Typenspektrum nachweisen, wobei insbesondere seltene genitale 
HPV-Typen nur unzureichend erfasst werden, obwohl ein hohes on- 
kogenes Potential einiger dieser Virustypen bekannt ist. Nachteilig ist 
ferner, dass nach der Amplifikation in jedem Fall eine zeit- und kos- 

10 tenintensive Sequenzierung durchgefuhrt werden muss, um eine Ty- 
pisierung vornehmen zu konnen. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende technische Prob- 
lem besteht in der Bereitstellung von Mitteln und Verfahren, die ei- 
nen schnellen und zweifelsfreien Nachweis beziehungsweise eine 
15 einfache und schnelle Typisierung insbesondere genitaler Hoch- 
Risiko-HPV-Genotypen erlauben und die die im Stand der Technik 
bekannten Nachteile nicht aufweisen, das heiSt, insbesondere alle 
die HPV-Typen erfassen, von denen bekannt ist, dass sie mit Krebs- 
erkrankungen der Frau assoziiert sind. 

20 Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde liegende technische 
Problem durch die Bereitstellung von Oligonucleotiden, die als For- 
ward-Primer und Reverse-Primer zur Amplifikation eines Nucleinsau- 
re-Bereiches eines genitalen humanen Papillomavirus (HPV) einge- 
setzt werden konnen. Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrun- 

25 de liegende technische Problem insbesondere durch die Bereitstel- 
lung eines Oligonucleotides, das als Forward-Primer zur Amplifikati- 
on eines Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen humanen Papillo- 
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mavirus (HPV) eingesetzt werden kann, und das die Sequenz 5'- 
CAR GCI AAA WWW KTD AAR GAY TGT G-3' oder 5'-CAR GCN 
AAA WWW KTD AAR GAY TGT G-3* (SEQ ID Nr. 1) aufweist, wobei 
R = A oder G ist, W = T oder A ist, K = T oder G ist, 1 = Inosin ist, N = 
5 A, T, G oder C ist, D = A, T oder G ist und Y = C oder T ist. 

Das als Forward-Primer eingesetzte erfindungsgemafce Oligonucleo- 
tid ist vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

a) einem Oligonucleotid mit der Sequenz 5-CAR GCI AAA TAT 
KTR AAA GAT TGT G-3' oder 5'-CAR GCN AAA TAT KTR 

10 AAA GAT TGT G-3' (SEQ ID Nr. 2), 

b) einem Oligonucleotid mit der Sequenz 5'-CAR GCA AAA TAT 
GTW AAG GAT TGT G-3' (SEQ ID Nr. 3), 

c) einem Oligonucleotid mit der Sequenz 5'-CAR GCW AAA ATT 
GTA AAR GAT TGT G-3' (SEQ ID Nr. 4), 

15 d) einem Oligonucleotid mit der Sequenz 5'-CAA GCA AAA ATA 

GTA AAR GAC TGT G-3' (SEQ ID Nr. 5) und 

e) einem Oligonucleotid mit der Sequenz 5'-CAR GCA AAA TAT 
GTA AAA GAC TGT G-3' (SEQ ID Nr. 6), 

wobei R = A oder G ist, W = T oder A ist, K = T oder G ist, I = Inosin 
20 ist und N = A, T, G oder C ist. 

In besonders bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfindung wird als 
Forward-Primer zur Amplifikation der Nucleinsaure genitaler huma- 
ner Papillomaviren ein aquimolares Gemisch der Oligonucleotide mit 
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den in SEQ ID Nr. 2 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen einge- 
setzt. 

Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde liegende technische 
Problem auch durch die Bereitstellung eines Oligonucleotids, das als 
5 Primer, insbesondere als Reverse-Primer, zur Amplifikation eines 
Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen humanen Papillomavirus 
eingesetzt werden kann, wobei das Oligonucleotid die Sequenz 5'- 
ARY GGY TSY ARC CAA AAR TGR CT-3' (SEQ ID Nr. 7) aufweist, 
wobei R = A oder G ist, Y = C oder T ist und S = C Oder G ist. 

10 Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde liegende technische 
Problem auch durch die Bereitstellung eines Oligonucleotides, das 
als Sonde zum Nachweis und/oder zur Bestimmung genitaler HPV- 
Genotypen eingesetzt werden kann, ausgewahlt aus der Gruppe be- 
stehend aus: 

15 1) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 8, 9 oder 117 darge- 
stellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV6-Genotyps, insbesondere des HPV6b-Genotyps, 

2) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 10, 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17 oder 118 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis 

20 und/oder zur Bestimmung des HPV1 1 -Genotyps, 

3) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 18, 19 oder 20 darge- 
stellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV16-Genotyps, 
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4) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 21 , 22, 23, 24 oder 
119 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV18-Genotyps, 

5) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 25, 26, 27 oder 28 
5 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 

stimmung des HPV26-Genotyps, 

6) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 29, 30, 31 oder 120 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV31-Genotyps, 

10 7) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 32, 33 oder 34 darge- 
stellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV33-Genotyps, 

8) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 35, 36, 37, 38 oder 39 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 

15 stimmung des HPV34-Genotyps, 

9) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 40 oder 41 dargestell- 
ten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung des 
HPV35-Genotyps, insbesondere des HPV35h-Genotyps, 

10) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 42, 43, 44, 45 oder 
20 46 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung HPV39-Genotyps, 



11) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 47, 48, 49 oder 50 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV40-Genotyps, 
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12) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 51, 52 oder 121 dar- 
gestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestim- 
mung des HPV42-Genotyps, 

13) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 122 dargestellten 
5 Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung des 

HPV43-Genotyps, 

14) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 53, 54, 55 oder 123 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV44-Genotyps, 

10 15) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 56, 57, 58, 59, 60, 61 
oder 124 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder 
zur Bestimmung des HPV45-Genotyps, 

16) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 62, 63, 64 oder 125 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 

15 stimmung des HPV51-Genotyps, 

17) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 65, 66, 67 oder 126 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV52-Genotyps, 

18) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 68, 69, 70, 71, 72, 73 
20 oder 127 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder 

zur Bestimmung des HPV53-Genotyps, 

19) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 74, 75, 76 oder 77 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV54-Genotyps, 
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20) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 78, 79, 80, 81 Oder 
128 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV56-Genotyps, 

21) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 82, 83, 84, 85 oder 
5 86 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 

stimmung des HPV58-Genotyps, 

22) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 87 oder 129 darge- 
stellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV59-Genotyps, 

1 0 23) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 88, 89, 90, 91 , 92, 93 
oder 94 dargestellten Nucleotidsequnz zum Nachweis und/oder zur 
Bestimmung des HPV61-Genotyps, 

24) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 95, 96, 97 oder 130 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 

15 stimmung des HPV66-Genotyps, 

25) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 98, 99, 100, 101 oder 
102 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV67-Genotyps, 

26) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 103, 104, 105, 131 
20 oder 132 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder 

zur Bestimmung des HPVeS-Genotyps^ 

27) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 106, 107, 108 oder 
133 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung des HPV70-Genotyps, 
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28) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 109, 110, 111, 112 
oder 134 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder 
zur Bestimmung des H PV73-Genotyps, und 

29) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 113, 114, 115, 116 
5 oder 135 dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder 

zur Bestimmung des H PV82-Genotyps. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform betrifft die Bereitstel- 
lung eines Oligonucleotides, das als Sonde zum Nachweis und/oder 
zur Bestimmung genitaler HPV-Genotypen eingesetzt werden kann, 
10 ausgewahlt aus den Oligonucleotiden mit einer der in SEQ ID Nr. 19, 
SEQ ID Nr. 32, SEQ ID Nr. 41, SEQ ID Nr. 44, SEQ ID Nr. 48, SEQ 
ID Nr. 82 oder SEQ ID Nr. 117 bis SEQ ID Nr. 135 dargestellten 
Nucleotidsequenzen. 

Die erfindungsgemalien Oligonucleotide, insbesondere die mit den 
15 in SEQ ID Nr. 1 bis 7 dargestellten Nucleotidsequenzen, erlauben in 
vorteilhafter Weise eine auBerst spezifische Amplifikation von Nuc- 
leinsaure-Bereichen bei einer Vielzahl unterschiedlicher humaner 
HPV-Typen, wobei erfindungsgemall insbesondere vorgesehen ist, 
dass ein spezifischer Bereich des HPV-Gens E1 amplifiziert wird. 
20 Das E1-Gen als Zielbereich zur Amplifikation und damit zum Nach- 
weis von HPV-Typen bietet gegenOber anderen Bereichen des HPV- 
Genoms eine Reihe erheblicher Vorteile. 

Das ringformige HPV-Genom mit einer GroSe von etwa 7,9 kB be- 
steht aus den Genen E6, E7, E1, E2, E4, E5, L2, L1 und der „long 
25 control region" (LCR), wobei die Gene in dieser Reihenfolge auf dem 
Genom angeordnet sind. Bei HPV-lnfektionen kommt es sehr haufig 
zu einer Integration des Virus in das humane Genom, wobei in vielen 
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Fallen Teile des Virus-Genoms deletiert werden. So ist bekannt, 
dass beispielsweise in Karzinomen die Gene E2, E4, E5 und L2 zu- 

i 

mindest teilweise deletiert werden konnen. Die Gene E2, E4, E5 und 
L2 kommen somit als Zielregion zur Amplifikation nicht in Frage, da 
5 ein gesicherter HPV-DNA-Nachweis in einer Probe nicht moglich ist. 
Hingegen ist bekannt, dass E1 bei Integration des Virus in das hu- 
mane Genom sehr haufig erhalten bleibt, wobei E1 zumindest weit 
weniger haufig als das L1-Gen deletiert wird. Ob E1 allerdings immer 
erhalten bleibt, ist derzeit noch nicht vollig geklart. E1 wird jedoch mit 

10 groSer Wahrscheinlichkeit auch bei Integration des Virus in das hu- 
mane Genom amplifiziert und kann deshalb bei sehr vielen HPV- 
Infektionen nachgewiesen werden. Unter Verwendung der erfin- 
dungsgema&en Oligonucleotid-Primer konnen daher insbesondere 
auch persistierende HPV-lnfektionen erfasst werden, bei denen das 

15 Risiko der Krebsentwicklung sehr grotl ist. 

Obwohl auch der LCR-Bereich und die Gene E6 und E7 bei Integra- 
tion des Virus in das humane Genom erhalten bleiben und nicht de- 
letiert werden, sind auch diese Genom-Bereiche als Zielregion zur 
Amplifikation von HPV-DNA nicht geeignet, da die Sequenzen dieser 

20 Bereiche bei den verschiedenen HPV-Typen teilweise stark divergie- 
ren konnen. Die Verwendung dieser Genom-Bereiche als Zielregion 
zur Amplifikation vviirde eine Vielzahl unterschiedlicher Primer-Paare 
erfordern, urn alle HPV-Typen zu erfassen. Auch vom L1-Gen ist 
bekannt, dass seine Sequenz bei den einzelnen HPV-Typen weniger 

25 konserviert ist als andere HPV-Genombereiche, so dass nicht alle 
HPV-Typen erfasst werden konnen. Im Gegensatz dazu weist das 
E1-Gen den Vorteil auf, dass es bei den unterschiedlichen HPV- 
Typen relativ gut konserviert ist, so dass bei Amplifikation des E1- 
Gens ein aulierst breites Spektrum unterschiedlicher HPV-Typen 
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erfasst wird. Minimale Sequenzunterschiede zwischen einzelnen 
HPV-Typen werden erfindungsgemaU insbesondere dadurch kom- 
pensiert, dass in bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfindung ein 
aquimolares Gemisch verschiedener Oligonucleotide, insbesondere 
5 der Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 2 bis 6 dargestellten Nu- 
celotidsequenzen, als Forward-Primer eingesetzt wird, so dass mit- 
tels einer einzigen Amplifikationsreaktion bei alien HPV-Typen ein 
Amplifikationsprodukt erhalten und somit ein Nachweis aller HPV- 
Typen ermSglichtwird. 

10 ErfindungsgemaB ist vorgesehen, dass das unter Verwendung der 
erfindungsgemaBen Forward- und Reverse-Primer erhaltene Amplifi- 
kationsprodukt dann unter Verwendung der erfindungsgemaBen Oli- 
gonucleotid-Sonden nachgewiesen wird. Die erfindungsgemaS als 
Sonden eingesetzten Oligonucleotide erlauben in aulierst vorteilhaf- 

15 ter Weise den gezielten Nachweis individueller HPV-Typen und so- 
mit eine Typisierung der HPV-Typen in einer biologischen Probe. 
Unter Verwendung der erfindungsgemafcen Oligonucleotid-Sonden 
lassen sich mehr als zwanzig sehr haufig auftretende genital- 
pathogene HPV-Typen nachweisen und unterscheiden. In einer be- 

20 sonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind die erfin- 
dungsgemafcen Oligonucleotid-Sonden auf einem Nucleotid-Array 
enthalten, so dass eine Vielzahl von Amplifikationsprodukten in kur- 
zer Zeit auf einfache Art und Weise getestet und eine Typisierung 
der HPV-Genotypen vorgenommen werden kann. Die erfindungs- 

25 gemaSen Oligonucleotide erlauben somit eine aufcerst effiziente und 
schnelle Typisierung von Papillomaviren, wahrend die im Stand der 
Technik bekannten Typisierungs-Verfahren zeitaufwandige und kos- 
tenintensive Sequenz-Analysen oder Gelelektrophoresen erfordern. 
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ErfindungsgemaR ist insbesondere vorgesehen, die erfindungsge- 
maBen Oligonucleotide beziehungsweise die unter Verwendung die- 
ser Oligonucleotide durchgefuhrten erfindungsgemafcen Verfahren 
zur Amplifikation beziehungsweise zum Nachweis und zur Typisie- 

5 rung von humanen Papilloma-Viren insbesondere in solchen Fallen 
einzusetzen, in denen bereits vorher eine HPV-lnfektion festgestellt 
und nachgewiesen wurde. ErfindungsgemaB ist also vorgesehen, die 
erfindungsgemaRen Oligonucleotide und Verfahren primar nicht zum 
Screenen auf HPV-lnfektionen einzusetzen, sondern zur Typisie- 

10 rung, d.h. zum Nachweis und zur Bestimmung individueller HPV- 
Genotypen. Zur Feststellung beziehungsweise zum Nachweis der 
HPV-lnfektion kann ein herkommlicher Test, beispielsweise der Hyb- 
rid Capture-Test von Digene eingesetzt werden. Mit Hilfe des Hybrid 
Capture-Tests lassen sich Low- von High Risk-Typen unterscheiden. 

15 Da dieser Test sehr haufig zur Untersuchung von High Risk-Typen 
eingesetzt wird, ist zu erwarten, dass mit diesem Test hauptsachlich 
die klinisch relevanten High Risk-Typen erfasst werden, die dann 
unter Verwendung der erfindungsgema&en Oligonucleotide bezie- 
hungsweise der erfindungsgemaSen Verfahren typisiert werden kon- 

20 nen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem 
„Oligonucleotid" ein isoliertes und gereinigtes Molekul verstanden, 
das aus zwei bis weniger als einhundert Nucleotiden besteht. Bei 
den erfindungsgemaRen Oligonucleotiden kann es sich urn, vor- 
25 zugsweise gereinigte und isolierte, DNA-, RNA-, PNA- Oder LNA- 
Molekule oder Mischformen davon handeln. 

Bei „PNA" (..Peptide Nucleic Acid" oder ..Polyamide Nucleic Acid")- 
Sequenzen handelt es sich um Molekule, die nicht negativ geladen 
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sind und in gleicher Weise wie DNA wirken (Nielsen et al., Science, 
254 (1991), 1497-1500; Nielsen et al., Biochemiestry, 26 (1997), 
5072-5077; Weiler et al., Nuc. Acids Res., 25 (1997), 2792-2799). 
PNA-Sequenzen umfassen ein Polyamid-Grundgeriist aus N-(2- 

5 Aminoethyl)-glycin-Einheiten und besitzen keine Glucose-Einheiten 
und keine Phosphat-Gruppen. Die unterschiedlichen Basen sind Q- 
ber Methylen-Carbonyl-Bindungen an das GrundgerQst gebunden. 
„LNA" (Locked Nucleic Acid)-MolekUle sind dadurch gekennzeichnet, 
dass die Furanose-Ring-Konformation durch einen Methylen-Linker 

10 beschrankt ist, der die 2'-0-Position mit der 4'-C-Position verbindet. 
LNAs werden als einzelne Nucleotide in Nucleinsauren, beispiels- 
weise DNA- oder RNA, eingebaut. LNA-Oligonucleotide unterliegen 
ebenfalls wie PNA-Molekule den Watson-Crick-Basenpaarungs- 
Regeln und hybridisieren an komplementare Oligonucleotide. 

15 LNA/DNA- oder LNA/RNA-Duplexmolekiile zeigen gegenuber ahnli- 
chen Duplexmolekulen, die ausschliefclich aus DNA oder RNA gebil- 
det werden, erhohte thermische Stabilitat. 

ErfindungsgemaB ist vorgesehen, dass die erfindungsgemalien Oli- 
gonucleotide Nucleotidsequenzen aufweisen, die partiell oder voll- 

20 standig zu Sequenzen aus dem E1-Genbereich genitaler HPV- 
Genotypen komplementar sind. Insbesondere ist vorgesehen, dass 
die Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 1 bis 7 dargestellten Nuc- 
leotidsequenzen komplementar zu Konsensus-Sequenzen sind, die 
im E1-Genbereich von mindestens 29 genitalen HPV-Genotypen 

25 vorhanden sind, so dass unter Verwendung dieser Oligonucleotide 
als Forward- und/oder Reverse-Primer eine Amplifikation des E1- 
Genbereiches aller dieser 29 genitalen HPV-Genotypen moglich ist. 
ErfindungsgemaB ist gleichzeitig vorgesehen, dass die Oligonucleo- 
tide mit den in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequen- 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/0 13879 



zen, insbesondere die Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 19, 32, 
41 f 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Sequenzen, hingegen 
nur zu Sequenzen jeweils eines bestimmten genitalen HPV- 
Genotyps komplementar sind, jedoch keine Komplementaritat zu den 
5 Sequenzen anderer genitaler HPV-Genotypen aufweisen, so dass 
die Verwendung eines der Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 8 
bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere eines der 
Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 
bis 135 dargestellten Sequenzen, den spezifischen Nachweis eines 

10 bestimmten genitalen HPV-Genotyps ermoglicht. Im Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung ist eine Nuclei nsaure zu einer ande- 
ren Nucleinsaure „komplementar", wenn sie mit dieser uber ihre ge- 
samte Lange oder zumindest uber den groRten Teil ihrer Lange hin- 
weg einen Doppelstrang bilden kann, in dern alle Nucleotide nach 

15 den Regeln von Watson und Crick durch Wasserstoff- 
Bruckenbindung gepaart vorliegen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wei- 
sen die erfindungsgemafcen Oligonucleotide eine Nucleotidsequenz 
auf, die gegenuber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten 
20 Nucleotidsequenzen, insbesondere gegenuber einer der in SEQ ID 
Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten 
Nucleotidsequenzen mutiert ist, wobei die Oligonucleotide erhaltlich 
sind durch: 

a) Deletion von 1 bis 1 G-Nudeotiden-in einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 
25 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere in einer der in 
SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, 
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b) Addition von 1 bis 10 Nucleotiden in einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 
135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere in einer der in 
SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, und/oder 

5 c) Substitution von 1 bis 3 Nucleotiden in einer der in SEQ ID Nr. 1 
bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere in einer der 
in SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen. 

ErfindungsgemaB bevorzugt liegt die Deletion oder Addition der Nuc- 
10 leotide am 5-Ende und/oder 3'-Ende einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 
135 dargestellten Nucleotidsequenzen vor. Im Falle einer Addition ist 
erfindungsgemaB ferner bevorzugt, dass die zusatzlichen Nucleotide 
zusammen mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten Nuc- 
leotidsequenzen eine Sequenz bilden, die uber ihre gesamte Lange 
15 oder zumindest uber den groliten Teil ihrer Lange hinweg zu den 
entsprechenden Zielsequenzen im E1-Genbereich komplementar ist. 

Die vorliegende Erfindung umfasst selbstverstandlich auch Oligonuc- 
leotide, die eine Nucleotidsequenz aufweisen, die Ober ihre gesamte 
Lange hinweg zu einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten 

20 Nucleotidsequenzen, insbesondere zu einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 
7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, oder zu einer der erfindungsgemaBen mutierten Nucleotid- 
sequenzen, die dadurch charakterisiert sind, dass sie gegeniiber 
einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, 

25 insbesondere einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 
oder 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine Addition 
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und/oder Deletion von 1 bis 10 Nucleotiden und/oder eine Substituti- 
on von 1-3 Nucleotiden aufweisen, komplementar ist. 

Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde liegende technische 
Problem auch durch die Bereitstellung eines Primer-Paars zur Ampli- 
5 fikation eines Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen humanen Pa- 
pilloma-Virus, umfassend einen Forward-Primer und einen Reverse- 
Primer, wobei der Forward-Primer ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus: 

a) einem Oligonucleotid mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 6 dar- 
10 gestellten Nucleotidsequenzen, 

i 

b) einem Oligonucleotid, das eine gegeniiber dem Oligonucleotid 

i 

nach a) mutierte Nucleotidsequenz aufweist, d.h. mit einer 
Addition und/oder Substitution von 1 bis 10 Nucleotiden 
und/oder einer Substitution von 1 bis 3 Nucleotiden, und 

15 c) einem Gemisch der Oligonucleotide nach a) und/oder b) 

und der Reverse-Primer ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus: 

d) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten 
Nucleotidsequenz, 

20 e) einem Oligonucleotid, das eine gegeniiber dem Oligonucleotid 

nach d) mutierte Nucleotidsequenz aufweist, d.h. mit einer 
Addition und/oder Deletion von 1 bis 10 Nucleotiden und/oder 
einer Substitution von 1 bis 3 Nucleotiden, und 

f) einem Gemisch der Oligonucleotide nach d) und e). 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das Primer-Paar ein 
aquimolares Gemisch der Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 2 
bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen als Forward-Primer und das 
Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucelotidse- 
5 quenz als Reverse-Primer. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 
vorgesehen, dass Oligonucleotide mit einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 
135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere einer der in 
SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten 

10 Nucleotidsequenzen, einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder 
einer komplementaren Sequenz davon Teil eines langeren Oligonuc- 
leotids oder Polynucleotids sein kdnnen. Das langere Oligonucleotid 
oder Polynucleotid, das im Folgenden auch als Nucleinsauremolekul 
bezeichnet wird, umfasst daher neben einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 

15 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere einer der in 
SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, einer mutierten Sequenz davon oder einer 
komplementaren Sequenz weitere zusatzliche Nucleotide und/oder 
Nucleotidsequenzen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin- 

20 dung wird unter einem „Polynucleotid" ein gereinigtes und isoliertes 
Molekul verstanden, das aus mindestens einhundert Nucleotiden 
besteht. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein, vorzugsweise ge- 
reinigtes und isoliertes NucleinsauremolekQI, umfassend mindestens 
25 einen Bereich, der eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, insbesondere eine der in SEQ ID Nr. 1 bis 7, 
19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon, erhaltlich durch 
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Deletion und/oder Addition von 1 bis 10 Nucleotiden und/oder Sub- 
stitution von 1 bis 3 Nucleotiden einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 
dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere einer der in SEQ ID 
Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten 

5 Nucleotidsequenzen, oder eine zu diesen Sequenzen komplementa- 
re Nucleotidsequenz aufweist, und einen oder mehr zusatzliche Be- 
reiche mit einer Gesamtlange von mindestens 1 Nucleotid. Bei dem 
erfindungsgemaBen Nucleinsauremolekul kann es sich um ein lan- 
geres Oligonucleotid oder ein Polynucleotid handeln. Wenn das er- 

10 findungsgemafce Nucleinsauremolekul als langeres Oligonucleotid 
vorliegt, betragt die Gesamtlange des erfindungsgemalien langeren 
Oligonucleotids hochstens 99 Nucleotide. Wenn das erfindungsge- 
mafie langere Oligonucleotid beispielsweise eine der in SEQ ID Nr. 8 
bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen umfasst, konnen die zu- 

15 satzlichen Bereiche daher eine Gesamtlange von mindestens 1 Nuc- 
leotid bis hochstens 69 bis 72 Nucleotiden aufweisen. Wenn das 
erfindungsgemafce langere Oligonucleotid eine Nucleotidsequenz 
umfasst, die gegeniiber einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 1 35 dargestell- 
ten Nucleotidsequenzen durch Addition von 1 bis 10 Nucleotiden 

20 mutiert ist, k6nnen die zusatzlichen Bereiche eine Gesamtlange von 
mindestens 1 Nucleotid bis hochstens 68-71 Nucleotiden (im Falle 
der Addition eines Nucleotids) beziehungsweise 59-62 Nucleotiden 
(im Falle der Addition von 10 Nucleotiden) aufweisen. Die Gesamt- 
lange der zusatzlichen Bereiche des als langeres Oligonucleotid vor- 

25 liegenden Nucleinsauremolekuls betragt insbesondere 1 bis etwa 60, 
vorzugsweise 1 bis etwa 50, besonders bevorzugt 1 bis etwa 40 und 
am bevorzugtesten 1 bis etwa 30 Nucleotide. Wenn das erfindungs- 
gemalie NucleinsauremolekOI als Polynucleotid vorliegt, betragt des- 
sen Gesamtlange mindestens 100 Nucleotide. Die Gesamtlange der 
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zusatzlichen Bereiche des erfindungsgemafJen Poiynucleotids be- 
tragt in Abhangigkeit davon, ob das erfindungsgemaSe Polynucleotid 
eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Sequenzen oder eine 
mutierte Sequenz davon umfasst, mindestens etwa 70 bis 80 Nude- 
5 otide bis etwa 1000 Nucleotide, vorzugsweise etwa 70-80 Nucleotide 
bis etwa 500 Nucleotide, besonders bevorzugt etwa 70-80 Nucleoti- 
de bis etwa 250 Nucleotide und am bevorzugtesten etwa 70-80 Nuc- 
leotide bis etwa 100 Nucleotide. 

Der in dem erfindungsgemaSen NucleinsauremolekQI enthaltene 
10 mindestens eine Bereich, der eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dar- 
gestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere eine der in SEQ ID Nr. 
1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine 
komplementare Nucleotidsequenz davon aufweist, kann am 5-Ende 
15 und/oder am 3'-Ende der Sequenz des Nucleinsauremolekuls 
und/oder zwischen den zusatzlichen Bereichen angeordnet sein. 

In einer AusfUhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass diese 
zusatzlichen Bereiche des erfindungsgemalien Nucleinsauremole- 
kuls Nucleotidsequenzen aufweisen, die zu Sequenzen eines Ampli- 

20 fikationsproduktes, das mittels eines Amplifikationsverfahrens unter 
Verwendung eines Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen huma- 
nen Papillomavirus als Matrize und eines erfindungsgemaften Pri- 
mer-Paares erhaltlich ist, komplementar sind. Beispielsweise konnen 
die zusatzlichen Bereiche mehrfache Wiederholungen des Berei- 

25 ches, der eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotid- 
sequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine kom- 
plementare Nucleotidsequenz davon aufweist, umfassen. Erfin- 
dungsgemafi ist es moglich, dass die Wiederholungen dieses Berei- 
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ches jeweils durch Spacer mit einer Lange von mindestens einem 
Nucleotid oder mindestens einem Phosphat oder mindestens einem 
Kohlenstoffatom oder mindestens einer Aminogruppe getrennt sind. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
5 dass die zusatzlichen Bereiche der erfindungsgemaSen Nucleinsau- 
remolekule Nucleotidsequenzen aufweisen, die zu Sequenzen eines 
Amplifikationsproduktes, das mittels eines Amplifikationsverfahrens 
unter Verwendung eines Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen 
humanen Papillomavirus als Matrize und eines erfindungsgemaBen 
10 Primer-Paares erhaltlich ist, keine Komplementaritat aufweisen und 
somit mit dem Amplifikationsprodukt nicht hybrid isieren. Beispiels- 
weise konnen die zusatzlichen Bereiche der erfindungsgemalien 
Nucleinsauremolekule Poly-A- oder Poly-T-Nucleotidsequenzen auf- 
weisen. 

15 Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls Nucleinsauremolekule, 
die eine Nucleotidsequenz aufweisen, die uber ihre gesamte Lange 
hinweg zu der Nucleotidsequenz eines erfindungsgemalien Nuclein- 
sauremolekuls komplementar ist. ErfindungsgemaR ist ferner vorge- 
sehen, dass die erfindungsgemalien NucleinsauremolekQIe als, vor- 

20 zugsweise gereinigte und isolierte, DNA-MolekUle, RNA-Molekule, 
PNA-Molekule, LNA-Molekule oder Mischformen davon vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde liegende technische 
Problem auch durch die Bereitstellung eines Verfahrens zur Amplifi- 
kation eines Bereiches einer in einer biologischen Probe vorhande- 
25 nen Nucleinsaure eines genitalen humanen Papillomavirus, umfas- 
send die Durchfuhrung eines Nucleinsaureamplifikations-Verfahrens 
unter Verwendung eines einen Forward-Primer und eine Reverse- 
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Primer umfassenden Primer-Paares, wobei der Forward-Primer aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) einem Oligonucleotid mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 6 dar- 
gestellten Nucleotidsequenz, 

5 b) einem Oligonucleotid, das eine gegenuber dem Oligonucleotid 

nach a) mutierte Nucleotidsequenz aufweist und 

c) einem Gemisch der Oligonucleotide nach a) und/oder b), 

und der Reverse-Primer ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus: 

10 d) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten 

Nucleotidsequenz, 

e) einem Oligonucleotid, das eine gegenuber dem Oligonucleotid 
nach d) mutierte Nucleotidsequenz autweist und 

f) einem Gemisch der Oligonucleotide nach d) und e). 

15 Unter Verwendung des erfindungsgemaSen Verfahrens konnen in 
vorteilhafter Weise spezifische Nucleinsaurebereiche, insbesohdere 
ein Bereich des konservierten E1-Gens, einer Vielzahl genitaler hu- 
maner Papilloma-Viren amplifiziert werden. Die dabei erhaltenen 
Amplifikationsprodukte erlauben den Nachweis der Gegenwart eines 

20 Papilloma-Virus beziehungsweise mehrerer Papilloma-Viren in einer 
biologischen Probe, wahrend das Fehlen eines Amplifikationspro- 
duktes darauf hinweist, dass in der untersuchten Probe kein HPV- 
Virus vorhanden ist. Das unter Verwendung des erfindungsgemaSen 
Amplifikationsverfahrens erhaltene Amplifikationsprodukt kann dann 
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mittels der erfindungsgema&en Oligonucleotid- und/oder Polynucleo- 
tid-Sonden zur Typisierung des nachgewiesenen Papilloma-Virus 
beziehungsweise der nachgewiesenen Papilloma-Viren eingesetzt 
werden. 

5 Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer 
„biologischen Probe" ein Haut- oder Schleimhautabstrich, eine Or- 
ganbiopsie, eine Gewebebiopsie, eine Korperflussigkeit oder ein 
Korpersekret verstanden. Die Probe kann sowohl einem lebenden 
oder toten Organismus, Organ oder Gewebe entnommen sein. Eine 

10 ..biologische Probe" kann erfindungsgemali auch eine Kultur oder ein 
Kulturmedium sein, beispielsweise ein Medium, in dem menschliche 
oder tierische Zellen kultiviert wurden. Bei einer Probe im Sinne der 
Erfindung kann es sich auch urn eine wassrige LSsung, Emulsion, 
Dispersion oder Suspension handeln, die isolierte und aufgereinigte 

15 humane Papillomaviren oder Bestandteile davon enthalt. Eine biolo- 
gische Probe kann bereits Aufreinigungsschritten unterworfen wor- 
den sein, kann aber auch ungereinigt vorliegen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist die biologi- 
sche Probe ein Abstrich der Cervix uteri, eine frische Cervix uteri- 

20 Gewebeprobe, eine fixierte Cervix uteri-Gewebeprobe oder ein 
Schnittpraparat einer Cervix uteri-Gewebeprobe. Erfindungsgemali 
ist vorgesehen, dass es sich bei der Probe insbesondere urn eine 
solche Probe handelt, die im Rahmen einer zytologischen Untersu- 
chung und/oder einer Kolposkopie zur Erfassung HPV-assoziierter 

25 Epithelveranderungen des subklinischen beziehungsweise klinisch- 
manifesten Stadiums einer HPV-lnfektion entnommen wird. 
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ErfindungsgemaS ist vorgesehen, dass die zu amplifizierende Nuc- 
leinsaure vor der Amplifikation unter Verwendung der erfindungsge- 
malien Primer aus der bioiogischen Probe aufgereinigt und/oder iso- 
liert werden kann. Die Aufreinigung und Isolierung der zu amplifizie- 
5 renden Nucleinsaure, d.h. der zu amplifizierenden HPV-DNA, kann 
unter Verwendung der im Stand der Technik bekannten Verfahren 
erfolgen. 

in bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass 
zur Nucleinsaureamplifikation ein PCR (Polymerase-Ketten- 

10 Reaktion; polymerase chain reaction)-Verfahren eingesetzt wird. Bei 
dem PCR-Verfahren handelt es sich urn ein Verfahren zur gezielten 
Vervielfaltigung einer spezifischen Nucleinsaure oder eines Berei- 
ches davon in einem Gemisch unterschiedlicher oder ahnlicher Se- 
quenzen. Das Verfahren basiert darauf, dass bestimmte Reaktions- 

15 schritte, namlich Denaturierung eines zu amplifizierenden dop- 
pelstrangigen Nucleinsaure-Molekiils, Anlagerung von Primern an 
die erhaltenen einzelstrangigen Nucleinsaure-Molekule (annealing) 
und eine von den angelagerten Primern ausgehende Synthese von 
komplementaren Strangen (extension), wobei die einzelstrangigen 

20 Nucleinsaure-Molekule als Matrize dienen, mehrfach wiederholt wer- 
den. In einem ersten Schritt wird daher die zu amplifizierende dop- 
pelstrangige Nucleinsaure bei einer geeigneten Temperatur denatu- 
riert, wobei als Matrizen dienende einzelstrangige Nucleinsaure er- 
halten werden. Danach erfolgt ein Absenken der Temperatur, wobei 

25 im Reaktionsansatz im Oberschuss enthaltene Oligonucleotide (Pri- 
mer), deren Sequenzen zum Anfang beziehungsweise zum Ende der 
zu amplifizierenden Nucleinsauren komplementar sind, mit den kom- 
plementaren Nucleinsaurebereichen hybridisieren. Bei einer Tempe- 
ratur, die der Hybridisierungstemperatur von etwa 50°C bis 72°C ent- 
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sprechen kann, die aber auch auf das Optimum von 72°C bis 75°C 
der, vorzugsweise hitzestabilen, DNA-Polymerase, eingestellt sein 
kann, synthetisiert die Polymerase dann ausgehend von den Primern 
Kopien der Ausgangs-Nucleinsaure in Form von Primer- 

5 Verlangerungsprodukten, wobei die Lange der Kopien durch den 
Abstand zwischen den Primern bestimmt wird. Eine Kettenreaktion 
wird dadurch erhalten, dass ein Zyklus durchgefOhrt wird, der die 
Denaturierung des Primer-Verlangerungsproduktes von der Matrize, 
die Behandlung der so erzeugten einstrangigen Molekule mit den 

10 gleichen Primern und die Bildung weiterer Primer- 
Verlangerungsprodukte umfasst. Der Zyklus wird solange wiederholt, 
bis die zu amplifizierende Ziel-Nucleinsaure in einer gewQnschten 
Menge vorliegt. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfindung wird die PCR- 
15 Amplifikation der nachzuweisenden HPV-DNA unter folgenden Tem- 
peratur-Bedingungen durchgefOhrt: 

a) Erhitzen auf 95°C, wobei die Temperatur pro Sekunde um 1°C 
erhoht wird, 

b) Halten der Temperatur bei 95°C fOr 10 Minuten, 

20 c) Durchfuhrung von 40 Zyklen, jeweils umfassend 30 Sekunden bei 
95°C, 30 Sekunden bei 55°C und 1 Minute bei 72°C, 

d) Halten der Temperatur bei 72°C fur 5 Minuten und 

e) AbkOhlen auf4°C. 
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Erfindungsgemafc ist vorgesehen, dass die als Forward-Primer und 
Reverse-Primer eingesetzten Oligonucleotide in der Nucleinsaure- 
Amplifikationsreaktion jeweils in einer Konzentration von 0,5-1 
pMol/ul eingesetzt werden. Besonders bevorzugt wird als Forward- 

5 Primer ein aquimolares Gemisch der Oligonucleotide mit den in SEQ 
ID Nr. 2 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen eingesetzt, wobei 
jedes Oligonucleotid in einer Konzentration von 0,1-0,2 pMol/ul vor- 
liegt, und als Reverse-Primer das Oligonucleotid mit der in SEQ ID 
Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz in einer Konzentration von 0,5- 

10 1 pMol/ul. Die als Forward- und Reverse-Primer eingesetzten Oligo- 
nucleotide kdnnen als DNA-, RNA-, PNA- oder LNA-Molekule Oder 
Mischformen davon eingesetzt werden. 

In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
dass das Nucleinsaureamplifikations-Verfahren ein LCR (ligase 

15 chain reaction)-Verfahren, ein NASBA-Verfahren oder ein isothermi- 
sches Verfahren ist. Das LCR-Verfahren basiert auf der wiederholten 
Durchfuhrung von zwei Reaktionsschritten, wobei im ersten Schritt 
eine doppelstrangige Nucleinsaure bei hoher Temperatur denaturiert 
wird. Im zweiten Schritt werden zwei Satze benachbarter komple- 

20 mentarer Oligonucleotide an die im ersten Schritt erhaltene ein- 
zelstrangige Nucleinsaure hybridisiert und miteinander ligiert. Die 
Produkte der Ligierung aus dieser Reaktion dienen bei Wiederho- 
lung des Verfahrens als Matrizen. Wie die PCR resultiert auch das 
LCR-Verfahren in einer exponentiellen Amplifikation der Ligie- 

25 rungsprodukte. 

Erfindungsgemaft ist insbesondere vorgesehen, dass im erfindungs- 
gemaBen Amplifikationsverfahren ein spezifischer Bereich des HPV- 
Gens E1 amplifiziert wird. ErfindungsgemaS ist selbstverstandlich 
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vorgesehen, dass der amplifizierte Nucleinsaurebereich im An- 
schluss aufgereinigt und/oder isoliert werden kann, urn beispielswei- 
se eine HPV-Typisierung vorzunehmen. 

ErfindungsgemaR ist ebenfalls vorgesehen, dass das unter Verwen- 

5 dung des erfindungsgemaSen Verfahrens hergestellte Amplifikati- 
onsprodukt wahrend oder nach der Amplifikation mit einer Markie- 
rung versehen werden kann, wodurch der spStere Nachweis des 
Amplifikationsproduktes, insbesondere unter Verwendung eines oder 
mehrerer der erfindungsgemaB als Sonden eingesetzten erfindungs- 

10 gemafcen Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestell- 
ten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise mit den in SEQ ID Nr. 1 bis 
7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, mutierten Nucleotidsequenzen davon oder komplementa- 
ren Nucleotidsequenzen davon und/oder der erfindungsgemaften- 

15 Nucleinsauremolekule, ermoglicht wird. Eine Markierung des Amplifi- 
kationsproduktes wahrend der Amplifikationsreaktion kann bei- 
spielsweise unter Verwendung von markierten Primern und/oder 
markierten Nucleotiden erfolgen. Das Amplifikationsprodukt kann 
selbstverstandlich auch nach Beendigung der Amplifikationsreaktion 

20 unter Verwendung von im Stand der Technik bekannten Verfahren 
erfolgen. ErfindungsgemalS kann das Amplifikationsprodukt zum Bei- 
spiel unter Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen, Biotin, Hapte- 
nen, Antigenen, chemischen G^appen, beispielsweise durch Ver- 
wendung aminoallyl-markierter Nucleotide oder durch Anbringen ei- 

25 nes Markers mittels einer Succinimid-Reaktion mit dem aminoallyl- 
markierten Nucelotide, radioaktiven Stoffen, enzymatischen Markern 
etc. markiert werden. Die Detektion des markierten Amplifikati- 
onsproduktes kann beispielsweise unter Verwendung von Fluores- 
zenz-Verfahren, Chemolumineszenz-Verfahren, Densitometrie- 
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Verfahren, Photometrie-Verfahren, Fallungsreaktionen, enzymati- 
schen Reaktionen einschlie&lich enzymatischer Verstarkungsreakti- 
onen, SPR („surface plamon resonance")-Verfahren, Ellipsometrie- 
Verfahren, Messung des Brechungsindex, Messung der Reflektivitat 
5 und ahnlichen Verfahren erfolgen. 

Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde liegende technische 
Problem auch durch die Bereitstellung eines Verfahrens zum Nach- 
weis und/oder zur Bestimmung eines individuellen genitalen HPV- 
Genotyps, umfassend die Untersuchung einer in einer biologischen 
10 Probe vorhandenen Nucieinsaure eines genitalen humanen Papillo- 
mavirus, insbesondere die Untersuchung des HPV-Gens E1 oder 
eines Teils davon, durch Hybridisierung mit mindestens einer Sonde, 
wobei die Sonde ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) HPV-Genotyp-spezifischen Oligonucleotiden mit den in SEQ ID 
15 Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere den in 

SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, 

b) Oligonucleotiden, die eine gegenuber einem der Oligonucleotide 
nach a) mutierte Nucleotidsequenz aufweisen, 

20 c) Oligonucleotiden, die eine Nucleotidsequenz aufweisen, die ge- 
genuber der eines Oligonucleotids nach a) oder b) komplementar ist 

d) Nucleinsauremolekulen, die mindestens einen Bereich umfassen, 
der eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequen- 
zen, insbesondere eine der in SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 
25 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte 
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Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidse- 
quenz davon aufweist, und 

e) Gemischen der Oligonucleotide nach a) bis c) und/oder der Nuc- 
leinsauremolekule nach d), 

5 und den Nachweis der Hybrid isierung. 

Das erfindungsgemalSe Verfahren zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung eines individuellen genitalen HPV-Genotyps dient insbe- 
sondere zur Typisierung von HPV-Genotypen, deren Vorhandensein 
in einer biologischen Probe bereits mittels eines anderen Verfahrens 
10 gesichert nachgewiesen wurde. Der Nachweis des Vorliegens einer 
HPV-lnfektion kann beispielsweise unter Verwendung des HCM- 
Verfahrens erfolgt sein, mit dessen Hilfe high risk-Typen von low 
risk-Typen unterschieden werden konnen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaGen Ver- 
15 fahrens ist vorgesehen, dass die in der biologischen Probe vorhan- 
dene HPV-Nucleinsaure vor Hybridisierung mit der/den Oligonucleoi- 
tid- oder NucleinsauremolekQI-Sonde(n) amplifiziert und ein Amplifi- 
kationsprodukt erhalten wurde, dass im erfindungsgemaBen Verfah- 
ren zur Typisierung mittels der erfindungsgemaSen Oligonucleotid- 
20 und/oder Nucleinsauremolekul-Sonden untersucht werden kann. Be- 
sonders bevorzugt erfolgt die AmpKfikation der HPV-Nucleinsaure 
unter Verwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Amplifi- 
kation von HPV-Nucleinsauren, das hei&t unter Verwendung der Oli- 
gonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 1 , 2, 3, 4, 5 und 6 dargestellten 
25 Nucleotidsequenzen als Forward-Primer und des Oligonucleotids mit 
der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz als Reverse- 
Primer. ErfindungsgemaB ist daher vorgesehen, dass die biologische 
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Probe, die einer erfindungsgema&en Typisierung unterworfen wer- 
den soil, einen amplifizierten Nucleinsaurebereich umfasst, der mit- 
tels des erfindungsgema&en Verfahrens zur Nucleinsaure- 
Amplifikation erhalten wurde. 

5 Selbstverstandlich kann das erfindungsgemalJe Verfahren zum 
Nachweis und/oder zur Bestimmung, d.h. zur Typisierung eines geni- 
talen HPV-Genotyps auch an einer biologischen Probe durchgefuhrt 
werden, die keiner Amplifikation eines HPV-Nucleinsaurebereiches 
unterworfen wurde. In einer anderen AusfQhrungsform der Erfindung 

10 ist daher vorgesehen, dass die biologische Probe ein Abstrich der 
Cervix uteri, eine frische Cervix uteri-Gewebeprobe, eine fixierte 
Cervix uteri-Gewebeprobe oder ein Schnittpraparat einer solchen 
Gewebeprobe ist. 

Die Hybridisierung mit den erfindungsgemalien Oligonucleotid- oder 
15 Nucleinsauremolekul-Sonden wird unter Bedingungen durchgefuhrt, 
die im Stand der Technik beschrieben sind. 

ErfindungsgemaS ist vorgesehen, dass eine Hybridisierung mit ei- 
nem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 8, 9 oder 1 17 dargestellten 
Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 117 dargestellten 

20 Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder 
einer komplementaren Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nuc- 
leinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 8, 9 oder 117 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 117 
dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleotidsequenz da- 

25 von oder eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, den 
HPV6-Genotyp, insbesondere HPV6b-Genotyp anzeigt. 
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Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 Oder 118 dargestellten Nucleotidse- 
quenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 118 dargestellten Nucleotid- 
sequenz, einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer kom- 

5 plementaren Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nucleinsau- 
remolekQI, das eine der in SEQ ID Nr. 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 
oder 118 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in 
SEQ ID Nr. 118 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucle- 
otidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 

1 0 von umfasst, zeigt erfindungsgemaR den HPV1 1-Genotyp an. 

ErfindungsgemafJ ist vorgesehen, dass eine Hybridisierung mit ei- 
nem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 18, 19 oder 20, vorzugs- 
weise der in SEQ ID Nr. 19 dargestellten Nucleotidse- 
quenz,dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidse- 

15 quenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon 
oder mit einem NucleinsauremolekQI, das eine der in SEQ ID Nr. 18, 
19 oder 20 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in 
SEQ ID Nr. 19 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleo- 
tidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 

20 von umfasst, den HPV16-Genotyp anzeigt. 

ErfindungsgemalJ ist vorgesehen, dass eine Hybridisierung mit ei- 
nem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 21, 22, 23, 24 oder 119 
dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 119 
dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidsequenz 
25 davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon oder mit 
einem NucleinsauremolekQI, das eine der in SEQ ID Nr. 21, 22, 23, 
24 oder 119 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in 
SEQ ID Nr. 119 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nude- 
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otidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 
von umfasst, den HPV18-Genotyp anzeigt. 

ErfindungsgemaB ist daruber hinaus vorgesehen, dass eine Hybridi- 
sierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 25, 26, 27 
5 oder 28 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotid- 
sequenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon 
oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 25, 
26, 27 oder 28 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nuc- 
leotidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz 
10 davon umfasst, den HPV26-Genotyp anzeigt. 

Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
29, 30, 31 oder 120 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise 
der in SEQ ID Nr. 120 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutier- 
ten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotid- 

15 sequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in 
SEQ ID Nr. 29, 30, 31 oder 120 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 120 dargestellte Nucleotidsequenz, 
eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 
Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfindungsgemaS den 

20 HPV31-Genotyp an. 

ErfindungsgemaS ist daruber hinaus vorgesehen, dass eine Hybridi- 
sierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 32, 33 oder 
34 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 

32 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidse- 
25 quenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon 

oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 32, 

33 oder 34 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in 
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SEQ ID Nr. 32 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleo- 
tidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 
von umfasst, den HPV33-Genotyp anzeigt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
5 dass eine Hybridisierung rnit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID 
Nr. 35, 36, 37, 38 oder 39 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mu- 
tierten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleo- 
tidsequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der 
in SEQ ID Nr. 35, 36, 37, 38 oder 39 dargestellten Nucleotidsequen- 
1 0 zen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementa- 
re Nucleotidsequenz davon umfasst, den HPV34-Genotyp anzeigt. 

ErfindungsgemaB ist vorgesehen, dass eine Hybridisierung mit ei- 
nem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 40 oder 41 dargestellten 
Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 41 dargestellten 

15 Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder 
einer komplementaren Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nuc- 
leinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 40 oder 41 dargestell- 
ten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 41 darge- 
stellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleotidsequenz davon o- 

20 der eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, den 
HPV35-Genotyp, insbesondere HPV35h-Genotyp anzeigt. 

Erfindungsgemafc ist femer vorgesehen, dass eine Hybridisierung 
mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 42, 43, 44, 45 oder 
46 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 
25 44 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidse- 
quenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon 
oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 42, 
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43, 44, 45 oder 46 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise 
die in SEQ ID Nr. 44 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte 
Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidse- 
quenz davon umfasst, den HPV39-Genotyp anzeigt. 

5 Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
47, 48, 49 oder 50 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise 
der in SEQ ID Nr. 48 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutier- 
ten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotid- 
sequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in 
10 SEQ ID Nr. 47, 48, 49 oder 50 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 48 dargestellte Nucleotidsequenz, 
eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 
Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfindungsgemafc den 
HPV40-Genotyp an. 

15 ErfindungsgemaG ist daruber hinaus vorgesehen, dass eine Hybridi- 
sierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 51, 52 oder 
121 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 
121 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidse- 
quenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon 

20 oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 51 , 
52 oder 121 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in 
SEQ ID Nr. 121 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucle- 
otidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 
von umfasst, den HPV42-Genotyp anzeigt. 

25 Erfindungsgemafc ist daruber hinaus vorgesehen, dass eine Hybridi- 
sierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 122 darge- 
stellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidsequenz davon 
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Oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon oder mit einem 
NucleinsauremolekQl, das eine der in SEQ ID Nr. 122 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder 
eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, den HPV43- 
5 Genotyp anzeigt. 

Eine Hybridsierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
53, 54, 55 oder 123 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise 
der in SEQ ID Nr. 123 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutier- 
ten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotid- 

10 sequenz davon oder mit einem NucleinsauremolekQl, das eine der in 
SEQ ID Nr. 53, 54, 55 oder 123 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 123 dargestellte Nucleotidsequenz, 
eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 
Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfindungsgemaU den 

15 HPV44-Genotyp an. 

Erfindungsgemafc ist ferner vorgesehen, dass eine Hybridisierung 
mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 56, 57, 58, 59, 60, 61 
oder 124 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ 
ID Nr. 124 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleo- 

20 tidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz da- 
von oder mit einem NucleinsauremolekQl, das eine der in SEQ ID Nr. 
56, 57, 58, 59, 60, 61 oder 124 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 124 dargestellte Nucleotidsequenz, 
eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 

25 Nucleotidsequenz davon umfasst, den HPV45-Genotyp anzeigt. 

Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
62, 63, 64 oder 125 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise 
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der in SEQ ID Nr. 125 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutier- 
ten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotid- 
sequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in 
SEQ ID Nr. 62, 63, 64 oder 125 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
5 vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 125 dargestellte Nucleotidsequenz, 
eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 
Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfindungsgemafc den 
HPV51-Genotyp an. 

ErfindungsgemaB ist ferner vorgesehen, dass eine Hybridisierung 
10 mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 65, 66, 67 oder 126 
dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 126 
dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidsequenz 
davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon oder mit 
einem Nucleinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 65, 66, 67 
15 oder 126 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in 
SEQ ID Nr. 126 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucle- 
otidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 
von umfasst, den HPV52-Genotyp anzeigt. 

Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 

20 68, 69, 70, 71, 72, 73 oder 127 dargestellten Nucleotidsequenz, vor- 
zugsweise der in SEQ ID Nr. 127 dargestellten Nucleotidsequenz, 
einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren 
Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das 
eine der in SEQ ID Nr. 68, 69, 70, 71, 72, 73 oder 127 dargestellten 

25 Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 127 dargestell- 
te Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder 
eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfin- 
dungsgemaB den HPV53-Genotyp an. 
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In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgema&en Verfah- 
rens ist vorgesehen, dass eine Hybridisierung mit einem Oligonucle- 
otid mit der in SEQ ID Nr. 74, 75, 76 Oder 77 dargestellten Nucleo- 
tidsequenz, einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer 
5 komplementaren Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nuclein- 
sauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 74, 75, 76 oder 77 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon 
oder eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, den 
HPV54-Genotyp anzeigt. 

10 Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
78, 79, 80, 81 oder 128 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugswei- 
se der in SEQ ID Nr. 128 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mu- 
tierten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleo- 
tidsequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der 

15 in SEQ ID Nr. 78, 79, 80, 81 oder 128 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 128 dargestellte Nucleo- 
tidsequenz, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine kom- 
plementare Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfindungsge- 
maR den HPV56-Genotyp an. 

20 ErfindungsgemalJ ist ferner vorgesehen, dass eine Hybridisierung 
mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 82, 83, 84, 85 oder 
86 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 
82 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nucleotidse- 
quenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz davon 

25 oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 82, 
83, 84, 85 oder 86 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise 
die in SEQ ID Nr. 82 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte 
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Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidse- 
quenz davon umfasst, den HPV58-Genotyp anzeigt. 

Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
87 oder 129 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise der in 

5 SEQ ID Nr. 129 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten 
Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotidse- 
quenz davon oder mit einem NucleinsauremolekQI, das die in SEQ 
ID Nr. 87 oder 129 dargestellte Nucleotidsequenz, vorzugsweise die 
in SEQ ID Nr. 129 dargestellten Nucleotidsequenz, eine mutierte 

10 Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidse- 
quenz davon umfasst, zeigt erfindungsgemaS den HPV59-Genotyp 
an. 

In einer weiteren AusfQhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
dass eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID 

15 Nr. 88, 89, 90, 91, 92, 93 oder 94 dargestellten Nucleotidsequenz, 
einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren 
Nucleotidsequenz davon oder mit einem NucleinsauremolekQI, das 
eine der in SEQ ID Nr. 88, 89, 90, 91, 92, 93 oder 94 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder 

20 eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, den HPV61- 
Genotyp anzeigt. 

Eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
95, 96, 97 oder 130 dargestellten Nucleotidsequenz, vorzugsweise 
der in SEQ ID Nr. 130 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutier- 
25 ten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotid- 
sequenz davon oder mit einem NucleinsauremolekQI, das eine der in 
SEQ ID Nr. 95, 96, 97 oder 130 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
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vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 130 dargestellte Nucleotidsequenz, 
eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 
Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfindungsgemaS den 
HPV66-Genotyp an. 

5 Erfindungsgemafc ist dartiber hinaus vorgesehen, dass eine Hybridi- 
sierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 98, 99, 100, 
101 oder 102 dargestellten Nucleotidsequenz, einer mutierten Nuc- 
leotidsequenz davon oder einer komplementaren Nucleotidsequenz 
davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das eine der in SEQ ID 
10 Nr. 98, 99, 100, 101 oder 102 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 
Nucleotidsequenz davon umfasst, den HPV67-Genotyp anzeigt. 

Eine Hybrid isierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 
• 103, 104, 105, 131 oder 132 dargestellten Nucleotidsequenz, vor- 

15 zugsweise der in SEQ ID Nr. 131 oder 132 dargestellten Nucleotid- 
sequenz,einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer kom- 
plementaren Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nucleinsau- 
remolekul, das eine der in SEQ ID Nr. 103, 104, 105, 131 oder 132 
dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 

20 131 oder 132 dargestellte Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleo- 
tidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 
von umfasst, zeigt erfindungsgemSB den HPV68-Genotyp an. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
dass eine Hybridisierung mit einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID 
25 Nr. 106, 107, 108 oder 133 dargestellten Nucleotidsequenz, vor- 
zugsweise der in SEQ ID Nr. 133 dargestellten Nucleotidsequenz, 
einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren 
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Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das 
eine der in SEQ ID Nr. 106, 107, 108 oder 133 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 133 dargestellte Nuc- 
leotidsequenz, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine 
5 komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, den HPV70- 
Genotyp anzeigt. 

Eine Hybridisierung mit einem Oligonucieotid mit der in SEQ ID Nr. 
109, 110, 111, 112 oder 134 dargestellten Nucleotidsequenz, vor- 
zugsweise der in SEQ ID Nr. 134 dargestellten Nucleotidsequenz, 

10 einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren 
Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das 
eine der in SEQ ID Nr. 109, 110, 111, 112 oder 134 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 134 dargestell- 
te Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder 

15 eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfin- 
dungsgemali den HPV73-Genotyp an. 

Eine Hybridisierung mit einem Oligonucieotid mit der in SEQ ID Nr. 
113, 114, 115, 116 oder 135 dargestellten Nucleotidsequenz, vor- 
zugsweise der in SEQ ID Nr. 135 dargestellten Nucleotidsequenz, 

20 einer mutierten Nucleotidsequenz davon oder einer komplementaren 
Nucleotidsequenz davon oder mit einem Nucleinsauremolekul, das 
eine der in SEQ ID Nr. 113, 114, 115, 116 oder 135 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 135 dargestell- 
te Nucleotidsequenz, eine mutierte Nucleotidsequenz davon oder 

25 eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfasst, zeigt erfin- 
dungsgemaR den HPV82-Genotyp an. 
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Das als Sonde eingesetzte Oligonucleotid oder Nucleinsauremolekul 
kann als DNA-, RNA-, PNA- oder LNA-MolekQI oder Mischform da- 
von vorliegen. 

Die erfindungsgemalJen Verfahren zur Amplifikation von Nucleinsau- 
5 rebereichen humaner Papillomaviren und zum Nachweis und/oder 

i 

zur Bestimmung genitaler HPV-Genotypen konnen insbesondere zur 
Diagnose und/oder zur Fruherkennung von Erkrankungen, die von 
genitalen humanen Papillomaviren verursacht werden, eingesetzt 
werden. Die erfindungsgemalXen Verfahren konnen in bevorzugter 

10 AusfCihrungsform als Teil eines Verfahrens zur Diagnose und/oder 
Fruherkennung von Krankheiten, insbesondere Krebserkrankungen, 
beispielsweise Gebarmutterhalskrebs, eingesetzt werden. Die erfin- 
dungsgemaften Verfahren konnen ebenfalls im Rahmen einer Fru- 
herkennungs-Untersuchung von Krebserkrankungen eingesetzt wer- 

15 den. Die erfindungsgemSBe Verfahren fQhren zu gesicherten positi- 
ven Befunden hinsichtlich einer HPV-lnfektion und konnen somit als 
Ausgangspunkt fur eine zielgerichtete Therapie dienen. 

Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde liegende technische 
Problem auch durch die Bereitstellung eines Nucleotid-Arrays zum 

20 Nachweis und/oder zur Bestimmung des Genotyps eines in einer 
biologischen Probe enthaltenen humanen Papillomavirus, insbeson- 
dere unter Verwendung des erfindungsgemafcen Verfahrens zum 
Nachweis und/oder zur Bestimmung des Genotyps von HPV-Viren, 
umfassend einen festen Trager mit einer Oberflache und mindestens 

25 ein an die Trager-Oberflache gebundenes erstes Oligonucleotid oder 
Nucleinsauremolekul, das zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
eines genitalen HPV-Genotyps geeignet ist, ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus: 
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a) HPV-Genotyp-spezifischen Oligonucleotiden mit den in SEQ 
ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugs- 
weise den in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 
135 dargestellten Nucleotidsequenzen, 

5 b) Oligonucleotiden, die eine gegenuber einem der Oligonucleo- 

tide nach a) mutierte Nucleotidsequenz aufweisen, 

c) Oligonucleotiden, die eine Nucleotidsequenz aufweisen, die 
gegenuber der eines Oligonucleotids nach a) oder b) kom- 
plementar ist, 

10 d) Nucleinsauremolekulen, die einen Bereich umfassen, der eine 

der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequen- 
zen, vorzugsweise eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 
82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine 
mutierte Nucleotidsequenz davon oder eine komplementare 

15 Nucleotidsequenz davon aufweist, und 

e) Gemischen der Oligonucleotide nach a) bis c) und/oder der 
Nucleinsauremolekule nach d). 

Inn Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem 
„NucIeotid-Array" oder einem „NucIeotid-Chip" eine Vorrichtung ver- 

20 standen, die eine Vielzahl verschiedener Nucleinsauremolekule oder 
Nucleotidsequenzen, beispielsweise DNA-Molekule, RNA-Molekule, 
PNA-MolekGle, LNA-Molekule und/oder Mischformen davon, in im- 
mobilisierter Form enthalt und mit deren Hilfe mittels Nucleinsaure- 
Hybridisierung eine kleine Menge einer komplementaren Nucleinsau- 

25 re in einer kleinen Probenflussigkeit nachgewiesen werden kann. 
Unter Verwendung der erfindungsgemaBen Nucleotid-Arrays ist ei- 
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nerseits der einfache Nachweis von humanen Papillomaviren in ei- 
ner biologischen Probe moglich, andererseits kann aber auch eine 
Unterscheidung zwischen genitalen HPV-Genotypen, insbesondere 
eine Unterscheidung zwischen Hoch-Risiko- und Niedrig-Risiko- 
5 Genotypen sowie eine Typisierung individueller genitaler HPV- 
Genotypen vorgenommen werden. 

Unter dem „Trager" des Nucleotid-Arrays wird im Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung eine Vorrichtung verstanden, die eine 
Tragerplatte mit einer Oberflache umfasst, an der ein biologisch akti- 
10 ves Molekul, beispielsweise eine Nucleinsaure, immobilisiert Oder 
fixiert werden kann. Der Trager des Nucleotid-Arrays wird also zur 
Herstellung eines Nucleotid-Arrays verwendet, indem biologisch akti- 
ve Molekule, insbesondere Nucleinsauren oder Teile davon an der 

> 

Oberflache des Tragers immobilisiert oder fixiert werden. Die biolo- 
15 gisch aktiven Molekule sind dabei in Form von Spots auf der Trager- 
oberflache angeordnet. 

Unter der tragerplatte 11 des Nucleotid-Array-Tragers wird ein dunnes 
und ebenes Element mit beispielsweise rechteckiger Form verstan- 
den, das insbesondere aus einem Metall, einem Metal loxid, einem 

20 Kunststoff, einer Membran, Glas, Keramik, Gel etc. oder einem Hyb- 
rid beziehungsweise einer Kombination dieser Materialien besteht. 
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet dies, 
dass die Tragerplatte des Tragers beispielsweise vollstandig aus 
einem der vorstehend als Beispiel genannten Materialien besteht 

25 oder diese im Wesentlichen enthalt oder vollstandig aus einer Kom- 
bination dieser Materialien besteht oder diese im Wesentlichen ent- 
halt. Die Tragerplatte oder ihre Oberflache besteht dabei zumindest 
zu etwa 50 %, 60 %, vorzugsweise zu etwa 70 %, bevorzugt zu etwa 
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80 % und am bevorzugtesten zu etwa 1 00 % aus einem der vorste- 
hend als Beispiel genannten Materialien oder einer Kombination sol- 
cher Materialien. In bevorzugter Ausftihrungsform besteht die Tra- 
gerplatte des erfindungsgemaRen Nucleotid-Arrays zu etwa 100 % 
5 aus Kunststoff. 

Die Oberflache des Tragers des erfindungsgema&en Tragers um- 
fasst vorzugsweise ein Material, das nicht glatt ist, sondern rau, 
und/oder das nicht impermeabel ist, sondern permeabel, oder be- 
steht daraus oder enthalt dieses. In einer bevorzugten Ausfuhrungs- 

10 form der Erfindung besteht die Oberflache des Tragers aus einem 
anderen Material als die Tragerplatte. Beispielsweise kann die Ober- 
flache aus einem Material wie Nitrocellulose bestehen oder dieses 
enthalten, wahrend der Trager selbst aus einem Kunststoff, Glas, 
Keramik oder einem Metall besteht. In einer weiteren bevorzugten 

15 Ausftihrungsform der Erfindung kann die Oberflache des Tragers 
auch aus dem zur Herstellung der Tragerplatte verwendeten Material 
bestehen. Vorzugsweise weist dieses Material eine raue und/oder 
permeable Oberflache auf. 

In einer bevorzugten Ausftihrungsform der Erfindung ist der Trager 
20 des erfindungsgemalJen Nucleotid-Arrays plattchenfSrmig, bei- 
spielsweise in Form eines Objekttragers, oder plattchenformig mit 
Vertiefungen, beispielsweise als Chamberslide oder als Mikroti- 
terplatte mit Abmessungen gemaS Empfehlung der SBS (Society of 
Biomolecular Screening) ausgebildet. 

25 ErfindungsgemaU sind die ersten Oligonucleotide oder Nucleinsau- 
remolekule, insbesondere die Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 
8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise die Oli- 
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gonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 
bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, auf der Oberflache des 
Tragers innerhalb eines definierten Analysebereiches in Form von 
Spots angeordnet. ErfindungsgemaR ist ferner vorgesehen, dass die 
5 Oberflache des Tragers neben dem Analysebereich mindestens ei- 
nen Kontrollbereich aufweist. Der Analysebereich und der Kontroll- 
bereich konnen dabei auf der Oberflache des Tragers an jeder be- 
liebigen, definierten Stelle angeordnet sein. 

Der auf der Trageroberflache angeordnete Kontrollbereich umfasst 
10 erfindungsgemafc eine Kontrolle zur Orientierung des Tragers, eine 
Amplifikations-Kontrolle, eine Hybridisierungs-Kontrolle, eine Proben- 
Kontrolle und/oder eine Print-Kontrolle. 

In einer AusfOhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass die 
Kontrolle zur Orientierung des Tragers mindestens ein zweites Oli- 

15 gonucleotid oder NucleinsauremoIekQI umfasst. Das zweite Oligo- 
nucleotid oder NucleinsauremoIekQI ist vorzugsweise markiert, vor- 
zugsweise fluoreszenzmarkiert. Das zweite Oligonucleotid oder Nuc- 
leinsauremoIekQI wird vorzugsweise in mindestens drei Spots so auf 
der Trager-Oberflache angeordnet, dass eine Orientierung des Nuc- 

20 leotid-Arrays moglich ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
dass die Amplifikationskontrolle mindestens ein drittes Oligonucleotid 
oder NucleinsauremoIekQI umfasst. Vorzugsweise ist das dritte Oli- 
gonucleotid oder NucleinsauremoIekQI als Sonde zum Nachweis ei- 
25 nes Amplifikationsproduktes geeignet, wobei das Amplifikationspro- 
dukt mittels eines Amplifikationsverfahrens unter Verwendung einer 
Kontroll-Nucleinsaure als Matrize und eines erfindungsgemafcen 
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Primer-Paares, d.h. eines Oligonucleotides mit einer der in SEQ ID 
Nr. 1 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen als Forward-Primer und 
eines Oligonucleotids mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleo- 
tidsequenz als Reverse- Primer, erhaltlich ist. In besonders bevorzug- 

5 ter Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Kontroll-Nucleinsaure 
vorzugsweise eine Lange und einen GC-Gehalt aufweist, der der 
Lange und dem GC-Gehalt des Amplifikationsproduktes entspricht, 
das mittels des erfindungsgemalJen Amplifikationsverfahrens unter 
Verwendung des Nucleinsaurebereiches, insbesondere des E1- 

10 Gens, eines genitalen humanen Papillomavirus als Matrize, eines 
Oligonucleotids mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 6 dargestellten Nuc- 
leotidsequenzen als Forward-Primer und eines Oligonucleotids mit 
der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz als Reverse- 
Primer erhaltlich ist. 

15 ; In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 
vorgesehen, dass die Hybridisierungskontrolle mindestens ein vier- 
tes Oligonucleotid oder NucleinsauremolekQI umfasst. Vorzugsweise 
sind mindestens zwei bis zehn Spots des vierten Oligonucleotids 
oder NucleinsauremoIekQIs auf der Trager-Oberflache angeordnet. 

20 ErfindungsgemaB ist vorgesehen, dass die einzelnen Spots der 
Hybridisierungskontrolle unterschiedliche definierte Mengen des vier- 
ten Oligonucleotids oder NucleinsauremoIekQIs aufweisen. Vorzugs- 
weise umfasst die Hybridisierungskontrolle Spots mit einer Verdiin- 
nungsreihe des vierten Oligonucleotids oder NucleinsauremoIekQIs. 

25 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 
vorgesehen, dass die Proben-Kontrolle mindestens ein fQnftes Oli- 
gonucleotid oder NucleinsauremolekQI umfasst. Das fOnfte Oligonuc- 
leotid oder NucleinsauremolekQI ist vorzugsweise als Sonde zum 
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Nachweis eines in alien Zellen eines menschlichen Organismus vor- 
kommenden Gens geeignet. In bevorzugter Ausfuhrungsform han- 
delt es sich bei dem unter Verwendung des funften Oligonucleotids 
oder Nucleinsauremolekuls nachzuweisenden Gen urn das humane 
5 ADAT1- (t-RNA-spezifische Adenosindeaminase. 1; Gene Bank Ac- 
cession: NM_012091)-Gen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 
vorgesehen, dass die Print-Kontrolle mindestens ein sechstes Oligo- 
nucleotid oder Nucleinsauremolekul umfasst. Das sechste Oligonuc- 

10 leotid oder Nucleinsauremolekul kann in Form separater Spots auf 
der Trager-Oberflache angeordnet sein. Besonders bevorzugt ist das 
als Print-Kontrolle eingesetzte sechste Oligonucleotid oder Nuclein- 
sauremolekul jedoch in alien auf dem Nucleotid-Array-Trager ange- 
ordneten Spots mit Ausnahme der Spots des als Hybridisie- 

15 rungskontrolle dienenden vierten Oligonucleotids/Nucleinsaure- 
molekuls enthalten. Das hei&t, in dieser Ausgestaltung umfasst jeder 
Spot des zum HPV-Genotyp-Nachweis dienenden ersten Oligonuc- 
leotids/Nucleinsauremolekuls, jeder Spot des als Kontrolle zur Tra- 
ger-Orientierung dienenden zweiten Oligonucleotids/Nucleinsaure- 

20 molekuls, jeder Spot des als Amplifikationskontrolle dienenden drit- 
ten Oligonucleotids/Nucleinsauremolekuls und jeder Spot des als 
Proben-Kontrolle dienenden funften Oligonucleotids/Nucleinsaure- 
molekuls auch das als Print-Kontrolle dienende sechste Oligonucleo- 
tid/Nucleinsauremolekul. Vorzugsweise wird das sechste Oligonuc- 

25 leotid oder Nucleinsauremolekul gemeinsam mit dem ersten, zwei- 
ten, dritten beziehungsweise funften Oligonucleotid oder Nucleinsau- 
remolekul in einem Print-Schritt als Spot auf den Trager des Nucleo- 
tid-Arrays aufgebracht. 
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Die auf dem Nucleotid-Array fixierten Oligonucleotide oder Nuclein- 
sauremolekule konnen erfindungsgemaB sowohl als DNA-Molekule, 
RNA-Molekiile, PNA-Molekule, LNA-Molekule oder Mischformen da- 
von ausgebildet sein. 

5 In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
dass die auf dem Trager des Nucleotid-Arrays aufgebrachten ersten, 
dritten, vierten, funften und sechsten Oligonucleotide oder Nuclein- 
sauremolekule keine Markierung aufweisen, wahrend das als Orien- 
tierungskontrolle dienende zweite Oligonucleotid oder Nucleinsau- 
10 remolekul eine Markierung, vorzugsweise eine Fluoreszenz- 
Markierung aufweist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 
vorgesehen, dass der Nucleotid-Array einen Dot-Code aufweist, an- 
hand dessen es moglich ist, den erfindungsgemaSen Nucleotid- 

15 Array eindeutig zu identifizieren und von anderen Nucleotid-Chips, 
die beispielsweise die gleiche Form und/oder die gleiche oder eine 
ahnliche Anordnung von Spots wie der erfindungsgema&e Nucleotid- 
Array aufweisen, jedoch fur and ere Zwecke eingesetzt werden und 
daher andere fixierte Sonden aufweisen, zu unterscheiden. Der er- 

20 findungsgemaBe Dot-Code sichert daruber hinaus auch, dass bei 
der Software-gestutzten Auswertung der unter Verwendung des er- 
findungsgemafcen Nucleotid-Arrays erhaltenen Ergebnisse die kor- 
rekte Software zur Analyse eingesetzt wird. Da die relevanten Infor- 
mationen bezuglich des Nucleotid-Arrays direkt auf dem Nucleotid- 

25 Chip platziert werden, ist eine zusatzliche Markierung des Chips 
nicht mehr erforderlich. Der Chip kann dennoch eine zusatzliche 
Markierung aufweisen. Falls diese Markierung wahrend der Verwen- 
dung des Nucleotid-Arrays verloren geht, sichert der erfindungsge- 
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made Dot-Code die eindeutige Identifizierbarkeit des Chips. Erfin- 
dungsgemafc ist vorgesehen, dass der Dot-Code wahrend der Chip- 
Herstellung auf diesen aufgebracht wird. Der erfindungsgemaSe Dot- 

-* 

Code kann selbstverstandlich nicht nur fur den erfindungsgemafcen 
5 Nucleotid-Array, der zum Nachweis und/oder zur Bestimmung des 
Genotyps eines humanen Papillomavirus dient, eingesetzt werden, 
sondern auch fur andere Nucieotid-Chips, die beispielsweise zur Be- 
stimmung oder zum Nachweis eines spezifischen Gens oder Gen- 
prod uktes, zum Nachweis spezifischer Bakterien etc. dienen. 

10 ErfindungsgemaS ist vorgesehen, dass der erfindungsgemaRe Dot- 
Code mindestens Informationen beziiglich des vorgesehenen An- 
wendungstyps eines Nucleotid-Arrays, beispielsweise Nachweis 
und/oder Bestimmung des Genotyps humaner Papillomaviren, der 
-Batch-Nummer und der Chip-Nummer enthalt. Selbstverstandlich 

15 kann der erfindungsgema&e Dot-Code noch weitere Informationen 
enthalten. 

ErfindungsgemaS ist vorgesehen, dass der Anwendungstyp mittels 
einer unikalen Nummer gekennzeichnet wird. Beispielsweise kann 
der erfindungsgemade Nucleotid-Array, der zum Nachweis und/oder 

20 Bestimmung des Genotyps humaner Papillomaviren eingesetzt wird, 
durch das Zeichen „#1" gekennzeichnet wird. Ein Nucleotid-Chip, der 
zur Bestimmung und/oder zum Nachweis einer spezifischen Bakteri- 
en-Art eingesetzt werden soli, kann beispielsweise durch das Zei- 
chen „#2" gekennzeichnet werden. Dieses Zeichen kann mittels ei- 

25 nes beliebigen numerischen Codes codiert werden, beispielsweise 
mittels eines binaren Systems, eines Dezimalsystems, etc.. Bei dem 
1-of-n-Codierungsverfahren gibt es n Positionen, wobei n eine ganze 
Zahl ist und eine der n Positionen positiv ist. Bei dem n-ary- 
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Codierungsverfahren gibt es m Positionen, die n Intensitatsstufen 
aufweisen konnen. Bei binarer Codierung bedeutet dies, dass es 
zwei verschiedene Intensitatsstufen gibt, so dass es m Positionen 
gibt, die entweder „1" (positives Signal) oder „0 U (negatives Signal) 
5 sein konnen. Bei Dezimalcodierung kfinnen 2 Positionen 100 ver- 
schiedene Nummern codieren, wobei jede Position 10 verschiedene 
Intensitatsstufen aufweisen kann. 

Die Codierung kann erfindungsgemafc auch einen zweidimensiona- 
len Array von Spots umfassen, wobei eine binare Codierung in zwei 

10 Dimensionen entsprechend 2 A (n*m) erreicht wird, wobei n und m die 
Dimensionen des Arrays darstellen. Das Lesen (read out) des Dot- 
Codes kann erfindungsgemalS binar oder analog erfolgen. Bei einem 
binaren Readout wird einem bestimmten Spot entweder ein „Vor- 
handen" oder ein „Nicht-Vorhanden" zugewiesen. Im Gegensatz zu 

15 dem binaren readout wird beim analogen Readout jedem Spot ein 
numerischer Wert zugewiesen. Dieser numerische Wert enthalt 
selbst Informationen und kann beispielsweise die GroGe des Spots 
oder die Signalintensitat des Spots betreffen. 

Zusatzliche Informationen auf dem Nucleotid-Array konnen daruber 
20 hinaus durch die Verwendung und/oder Kombination unterschiedli- 
cher Mengen von zwei oder mehr Farben auf dem Nucleotid-Array 
erhalten werden, wobei die zwei oder mehr Farben in einem oder 
mehr Spots enthalten sein konnen. 

ErfindungsgemaB ist bei Verwendung des erfindungsgemaSen Nuc- 
25 leotid-Arrays zum Nachweis und/oder zur Bestimmung des Genotyps 
eines humanen Papillomavirus, wobei insbesondere das Amplifikati- 
onsprodukt eingesetzt wird, das unter Verwendung des erfindungs- 
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gemafcen Verfahrens zur Amplifikation eines Bereiches eines genita- 
len humanen Papillomavirus erhalten wird, vorgesehen, dass das zu 
analysierende Amplifikationsprodukt in markierter Form eingesetzt 
wird. Das eingesetzte Amplifikationsprodukt kann bereits wahrend 

5 der Amplifikationsreaktion mit einer Markierung versehen werden, 
kann aber auch erst nach Beendigung der Amplifikationsreaktion, 
also vor Analyse mittels des erfindungsgemafcen Nucleotid- 
Mikroarrays, markiert werden. Eine Markierung des Amplifikati- 
onsproduktes wahrend der Amplifikationsreaktion kann beispielswei- 

10 se unter Verwendung von markierten Primern und/oder markierten 
Nucleotiden erfolgen. ErfindungsgemaR kann das Amplifikationspro- 
dukt zum Beispiel unter Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen 
wie Cy3 oder Cy5, Biotin, Haptenen, Antigenen, chemischen Grup^ 
pen, beispielsweise durch Verwendung aminoallyl-markierter Nucleo- 

15 tide oder durch Anbringen eines Markers mittels einer Succinimid- 
Reaktion mit dem aminoallyl-markierten Nucleotid, radioaktiven Stof- 
fen, enzymatischen Markern etc. markiert werden. Die Detektion des 
markierten Amplifikationsproduktes nach Hybridisierung des Amplifi- 
kationsproduktes mit einem komplementaren Oligonucleotid oder 

20 NucleinsauremolekOI an der Trageroberflache des erfindungsgema- 
Sen Nucleotid-Arrays kann beispielsweise unter Verwendung von 
Fluoreszenz-Verfahren, Chemolumineszenz-Verfahren, radiometri- 
schen Verfahren, Densitometrie-Verfahren, Photometrie-Verfahren, 
Fallungsreaktionen, enzymatischen Keaktionen einschlieBlich enzy- 

25 matischen Verstarkungsreaktionen, SPR, Ellipsometrie-Verfahren, 
Messung des Brechungsindex, Messung der Reflektivitat und ahnli- 
chen Verfahren erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen die Orientierungs- 
Kontrolle, die Hybridisierungs-Kontrolle und die Print-Kontrolle mittels 
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Cy3 im Cy3-Kanal detektiert werden, wahrend die Amplifikations- 
Kontroile, die Proben-Kontrolle und die nachzuweisenden HPV- 
Genotypen mittels Cy5 im Cy5-Kanal detektiert werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls einen Kit zum Nachweis 
5 und/oder zur Bestimmung genitaler HPV-Genotypen, umfassend 
mindestens einen ersten Behalter mit mindestens einem Primer zur 
Amplification von Nucleinsaurebereichen eines genitalen humanen 
Papillomavirus, insbesondere Bereichen des HPV-Gens E1, und 
mindestens einen zweiten Behalter mit mindestens einer Sonde zum 

10 Nachweis und/oder Bestimmung genitaler HPV-Genotypen, insbe- 
sondere zum Nachweis eines amplifizierten Bereiches des HPV- 
Gens E1 . Der zur Amplifikation verwendete Primer ist erfindungsge- 
maR ausgewahlt aus Oligonucleptiden mit einer der in SEQ ID Nr. 1 
bis 7 dargestellten Nucleotidsequenzen, Oligonucleotiden mit einer 

15 Nucleotidsequenz, die gegeniiber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 
dargestellten Nucleotidsequenzen mutiert ist, und erfindungsgema- 
Ben Primer-Paaren. Die Sonde zum Nachweis und/oder Bestimmung 
genitaler HPV-Genotypen ist erfindungsgemaR ausgewahlt aus Oli- 
gonucleotiden mit einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten 

20 Nucleotidsequenzen, vorzugsweise mit einer der in SEQ ID Nr. 19, 
32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequen- 
zen, Oligonucleotiden mit einer Nucleotidsequenz, die gegeniiber 
einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
vorzugsweise einer der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 

25 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, mutiert ist, Oligonucleoti- 
den mit einer Nucleotidsequenz, die zu einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 
135 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise einer der in 
SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 1 17 bis 135 dargestellten Nuc- 
leotidsequenzen, oder einer mutierten Nucleotidsequenz davon 
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komplementar ist, oder Nucleinsauremolekulen, die eine der in SEQ 
ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise 
eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz davon 
5 oder eine komplementare Nucleotidsequenz davon umfassen. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst der Kit min- 
destens 29 zweite Behalter mit mindestens 29 verschiedenen Son- 
den zum Nachweis und/oder zur Bestimmung der HPV6-, insbeson- 
dere HPV6b-, HPV11-, HPV16-, HPV18-, HPV26-, HPV31-, HPV33-, 

10 HPV34-, HPV35-, insbesondere HPV35h-, HPV39-, HPV40-, 
HPV42-, HPV43-, HPV44-, HPV45-, HPV51-, HPV52, HPV53-, 
HPV54-, HPV56-, HPV58-, HPV59-, HPV61-, HPV66-, HPV67-, 
HPV68-, HPV70-, HPV73- und HPV82-Genotypen, wobei jeder Be- 
halter mindestens eine Sonde enthait und wobei alle in einem Behal- 

15 ter enthaltenen Sonden nur einen spezifischen HPV-Genotyp nach- 
weisen konnen. Besonders bevorzugt umfasst der Kit mindestens 24 
zweite Behalter mit mindestens 24 verschiedenen Sonden zum 
Nachweis und/oder zur Bestimmung der HPV6-, insbesondere 
HPV6b-, HPV11-, HPV16-, HPV18-, HPV31-, HPV33-, HPV35-, ins- 

20 besondere HPV35h-, HPV39-, HPV40-, HPV42-, HPV43-, HPV44-, 
HPV45-, HPV51-, HPV52, HPV53-, HPV56-, HPV58-, HPV59-, 
HPV66-, HPV68-, HPV70-, HPV73- und HPV82-Genotypen. 

Wenn beispielsweise die in einem Behalter enthaltenen Sonden zum 
Nachweis des HPV6-Genotyps, insbesondere HPV6b-Genotyps, 
25 verwendet werden sollen, kann der Behalter ein Oligonucleotid mit 
der in SEQ ID Nr. 8, 9 bzw. 117 dargestellten Nucleotidsequenz, 
vorzugsweise der in SEQ ID Nr. 117 dargestellten Nucleotidsequenz, 
ein Oligonucleotid mit einer Nucleotidsequenz, die gegenQber der 
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Nucleotidsequenz von SEQ ID Nr. 8, 9 bzw. 117 mutiert ist, ein Oli- 
gonucleotid mit einer Nucleotidsequenz, die gegeniiber SEQ ID Nr. 
8, 9 bzw. 117 oder einer mutierten Sequenz davon komplementar ist, 
ein Nucleinsauremolekul, das die Sequenz von SEQ ID Nr. 8, 9 bzw. 
5 117, vorzugsweise die Sequenz von SEQ ID Nr. 117, eine mutierte 
Sequenz davon oder eine komplementare Sequenz davon aufweist, 
oder ein Gemisch dieser Oligonucleotide und/oder Nucleinsauremo- 
lekiile enthalten. Vorzugsweise enthalt jeder Behalter jedoch kein 
Gemisch, sondern nur eine Oligonucleotid- oder Nucleinsauremole- 
10 kQI-Spezies. 

Die voriiegende Erfindung betrifft ebenfalls einen Kit zum Nachweis 
und/oder zur Bestimmung genitaler HPV-Genotypen, umfassend 
mindestens einen ersten Behalter mit mindestens einem Primer zur 
Amplifikation von Nucleinsaurebereichen eines genitalen humanen 

15 Papillomavirus, insbesondere Bereichen des HPV-Gens E1, und ei^ 
nen erfindungsgemaGen Nucleotid-Array zum Nachweis und/oder 
Bestimmung genitaler HPV-Genotypen, insbesondere zum Nachweis 
eines amplifizierten Bereiches des HPV-Gens E1 . Der zur Amplifika- 
tion verwendete Primer ist erfindungsgemaB ausgewahlt aus Oligo- 

20 nucleotiden mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen, Oligonucleotiden mit einer Nucleotidsequenz, die ge- 
geniiber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen mutiert ist, und den erfindungsgemalJen Primer-Paaren. 
Der Nucleotid-Array des erfindungsgemalJen Kits umfasst vorzugs- 

25 weise Oligonucleotide mit einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, besonders bevorzugt einer der in SEQ 
ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen, Oligonucleotiden mit einer Nucleotidsequenz, die ge- 
geniiber einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotid- 
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sequenzen, insbesondere einer der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 
82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, mutiert ist, 
Oligonucleotiden mit einer Nucleotidsequenz, die zu einer der in 
SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugs- 
5 weise einer der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 
dargestellten Nucleotidsequenzen, oder einer mutierten Nucleotid- 
sequenz davon kompiementar ist, und/oder Nucleinsauremolekule, 
die eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequen- 
zen, vorzugsweise eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 
10 1 17 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nucleo- 
tidsequenz davon oder eine komplementare Nucleotidsequenz da- 
von umfassen. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst der erfin- 
dungsgemaBe Kit mindestens zwei erste Behalter, wobei ein Behal- 

15 ter davon aquimolare Mengen der Oligonucleotide mit den in SEQ ID 
Nr. 2 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen enthalt und der andere 
Behalter das Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten 
Nucleotidsequenz enthalt. In einer alternativen Ausfuhrungsform um- 
fasst der erfindungsgemalie Kit sechs erste Behalter, wobei fUnf Be- 

20 halter davon jeweils eines der Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 
2 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen enthalten und der sechste 
Behalter das Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten 
Nucleotidsequenz enthalt. 

Der erfindungsgemalXe Kit kann zusatzlich einen Behalter mit einer 
25 Kontroll-Nucleinsaure umfassen, die unter Verwendung eines Oligo- 
nucleotids mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 6 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen als Forward-Primer und eines Oligonucleotids mit der 
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in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz als Reverse-Primer 
amplifiziert werden kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft selbstverstandlich auch die Ver- 
wendung eines Oligonucleotids mit einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 
5 dargestellten Nucleotidsequenzen, vorzugsweise einer der in SEQ ID 
Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, eines Oligonucleotids, dessen Nucleotidsequenz gegen- 
uber einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, insbesondere einer der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 

10 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen mutiert ist, 
eines Oligonucleotids, dessen Nucleotidsequenz zu einer der in SEQ 
ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, insbesondere 
einer der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 dar- 
gestellten Nucleotidsequenzen, oder einer mutierten Nucleotidse- 

15 quenz davon komplementar ist, oder eines Nucleinsauremolektils, 
das eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequen- 
zen, insbesondere eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 und 
117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Se- 
quenz davon oder eine komplementare Sequenz davon umfasst, 

20 zum Nachweis und/oder zur Bestimmung eines genitalen HPV- 
Genotyps, das hei&t zur Typisierung eines Papillomavirus, dessen 
Vorhandensein in einer biologischen Probe vorzugsweise zuvor be- 
reits nachgewiesen wurde. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung eines 
25 Oligonucleotids mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 dargestellten Nuc- 
leotidsequenzen und/oder eines Oligonucleotids, dessen Nucleotid- 
sequenz gegeniiber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 dargestellten 
Nucleotidsequenzen mutiert ist, oder eines erfindungsgemaUen Pri- 
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mer-Paares zur Amplifikation eines Nucleinsaure-Bereiches eines 
genitalen humanen Papilloma-Virus, wobei in bevorzugter Ausfuh- 
rungsform der zu amplifizierende Nucleinsaure-Bereich ein Bereich 
des HPV-Gens E1 ist. 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung eines Oligo- 
nucleotids mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten Nucle- 
otidsequenzen, eines Oligonucleotids, dessen Nucleotidsequenz ge- 
genuber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten Nucleotid- 
sequenzen mutiert ist, eines Oligonucleotides, das eine Nucleotidse- 

10 quenz aufweist, die zu einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestell- 
ten Nucleotidsequenzen oder einer mutierten Sequenz davon kom- 
plementar ist, eines Nucleinsauremolekules, das eine der in SEQ ID 
Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Se- 
quenz davon oder eine komplementare Sequenz davon umfasst, 

15 oder eines erfindungsgemafcen Primer-Paares zur Diagnose 
und/oder Fruherkennung von Krankheiten, die von genitalen huma- 
nen Papillomaviren verursacht werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung eines 
Oligonucleotids mit einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten 

20 Nucleotidsequenzen, insbesondere einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7, 
19, 32, 41, 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, eines Oligonucleotids, dessen Nucleotidsequenz gegen- 
uber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, insbesondere einer der-in-SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 

25 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, mu- 
tiert ist, eines Oligonucleotides, das eine Nucleotidsequenz aufweist, 
die zu einer der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, insbesondere einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 
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44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, oder 
einer mutierten Sequenz davon komplementar ist, eines Nucleinsau- 
remolekiiles, das eine der in SEQ ID Nr. 8 bis 135 dargestellten Nuc- 
leotidsequenzen, insbesondere eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 
5 44, 48, 82 und 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine 
mutierte Sequenz davon oder eine komplementare Sequenz davon 
umfasst, oder eines erfindungsgema&en Primer-Paares zur Herstel- 
lung eines Mittels zur Diagnose von Krankheiten, die von genitalen 
humanen Papillomaviren verursacht werden. 

10 Bei dem herzustellenden Mittel kann es sich beispielsweise um ei- 
nen erfindungsgemaSen Kit oder einen erfindungsgemaSen Nucleo- 
tid-Array handeln. 

Die vorliegende Erfindung wird durch das folgende Sequenzproto- 
koll, die folgenden Figuren und die folgenden Beispiele naher erlau- 
1 5 tert. 

Das Sequenzprotokoll ist Teil dieser Beschreibung und enthalt die 
Sequenzen SEQ ID Nr. 1 bis 135. 

SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 6 zeigen die Sequenzen von Oligonuc- 
leotiden, die als Forward-Primer zur Amplifikation von Bereichen des 
20 HPV-Gens E1 geeignet sind. Die als Forward-Primer verwendeten 
Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 2 bis 6 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen werden im Folgenden auch als Loma 1 , Loma 2, Loma 
3, Loma 4 beziehungsweise Loma 5 bezeichnet. 

SEQ ID Nr. 7 zeigt die Sequenz eines Oligonucleotids, das als Re- 
25 verse-Primer zur Amplifikation von Bereichen des HPV-Gens E1 ge- 
eignet ist. Das als Reverse-Primer verwendete Oligonucleotid mit der 
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in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz wird im Folgenden 
auch als Loma-rev bezeichnet. 

SEQ ID Nr. 8, 9 und 117 zeigen die Sequenzen von Oligonucleoti- 
de^ die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV6-Genotyps, 
5 insbesondere HPV6b-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 10 bis SEQ ID Nr. 17 und SEQ ID Nr. 118 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV1 1-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 18 bis SEQ ID Nr. 20 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
10 nucleotides die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV16- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 21 bis SEQ ID Nr. 24 und SEQ ID Nr. 119 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV18-Genotyps geeignet sind. 

15 SEQ ID Nr. 25 bis SEQ ID Nr. 28 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotiden, die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV26- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 29 bis SEQ ID Nr. 31 und SEQ ID Nr. 120 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
20 stimmung des HPV3 1-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 32 bis SEQ ID Nr. 34 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotiden, die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV33- 
Genotyps geeignet sind. 
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SEQ ID Nr. 35 bis SEQ ID Nr. 39 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotides die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV34- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 40 und SEQ ID Nr. 41 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
5 nucleotides die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV35- 
Genotyps, insbesondere HPV35h-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 42 bis SEQ ID Nr. 46 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotides die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV39- 
Genotyps geeignet sind. 

10 SEQ ID Nr. 47 bis SEQ ID Nr. 50 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotides die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV40- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 51, SEQ ID Nr. 52 und SEQ ID Nr. 121 zeigen die Se- 
quenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Bestim- 
15 mung des HPV42-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 122 zeigt die Sequenz eines Oligonucleotids, das zum 
Nachweis und zur Bestimmung des HPV43-Genotyps geeignet ist. 

SEQ ID Nr. 53 bis SEQ ID Nr. 55 und SEQ ID Nr. 123 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
20 stimmung des HPV44-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 56 bis SEQ ID Nr. 61 und SEQ ID Nr. 124 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV45-Genotyps geeignet sind. 
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SEQ ID Nr. 62 bis SEQ ID Nr. 64 und SEQ ID Nr. 125 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotide!!, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV51-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 65 bis SEQ ID Nr. 67 und SEQ ID Nr. 126 zeigen die 
5 Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV52-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 68 bis SEQ ID Nr. 73 und SEQ ID Nr. 127 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV53-Genotyps geeignet sind. 

10 SEQ ID Nr. 74 bis SEQ ID Nr. 77 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotiden, die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV54- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 78 bis SEQ ID Nr. 81 und SEQ ID Nr. 128 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
1 5 stimmung des HPV56-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 82 bis SEQ ID Nr. 86 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotiden, die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV58- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 87 und SEQ ID Nr. 129 zeigen die Sequenzen von Oli- 
20 gonucleotiden, die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV59- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 88 bis SEQ ID Nr. 94 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
nucleotiden, die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV61- 
Genotyps geeignet sind. 
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SEQ ID Nr. 95 bis SEQ ID Nr. 97 und SEQ ID Nr. 130 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV66-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 98 bis SEQ ID Nr. 102 zeigen die Sequenzen von Oligo- 
5 nucleotides die zum Nachweis und zur Bestimmung des HPV67- 
Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 103 bis SEQ ID Nr. 105, SEQ ID Nr. 131 und SEQ ID Nr. 
132 zeigen die Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis 
und zur Bestimmung des HPV68-Genotyps geeignet sind. 

10 SEQ ID Nr. 106 bis SEQ ID Nr. 108 und SEQ ID Nr. 133 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV70-Genotyps geeignet sind. 

SEQ ID Nr. 109 bis SEQ ID Nr. 112 und SEQ ID Nr. 134 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
1 5 stimmung des HPV73-Genotyps geeignet sind . 

SEQ ID Nr. 113 bis SEQ ID Nr. 116 und SEQ ID Nr. 135 zeigen die 
Sequenzen von Oligonucleotiden, die zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des HPV82-Genotyps geeignet sind. 

Figur 1 zeigt die Ergebnisse einer Acrylamid-Gelelektrophorese 
20 (nicht-denaturierend) von Amplifikationsprodukten, die unter Ver- 
wendung der erfindungsgemafcen Primer und der DNA verschiede- 
ner Papilloma-Viren als Matrize erhalten wurden. Als Forward-Primer 
wurde ein aquimolares Gemisch der Primer Loma 1, Loma 2, Loma 
3, Loma 4 und Loma 5 (die den Oligonucleotiden mit den in SEQ ID 
25 Nr. 2 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen entsprechen) einge- 
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setzt. Als Reverse-Primer wurde der Primer Loma-rev (entspricht 
dem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotid- 
sequenz) eingesetzt. Als Matrize wurden Plasmide verwendet, die 
das gesamte HPV6-, HPV16-, HPV58-, HPV59- beziehungsweise 
5 HPV82-Genom enthielten. Als Negativ-Kontrolle wurde humane DNA 
verwendet. 

Figur 1A: Nucleinsaure-GrSBenstandard (Laufspur 1), Amplifikati- 
onsprodukt unter Verwendung von HPV6-DNA (Laufspur 2), Amplifi- 
kationsprodukt unter Verwendung von HPV16-DNA (Laufspur 3), 

10 Figur 1B: Amplifikationsprodukt unter Verwendung von HPV58-DNA 
(Laufspur 4), Amplifikationsprodukt unter Verwendung von HPV59- 
DNA (Laufspur 5), Amplifikationsprodukt unter Verwendung von 
HPV82-DNA (Laufspur 6), Amplifikationsreaktion unter Verwendung 
humaner-DNA (Laufspur 7; Negativ-Kontrolle), Nucleinsaure- 

15 GroBenstandard (Laufspur 8). 

Figur 2 zeigt die Ergebnisse einer Acrylamid-Gelelektrophorese 
(nicht-denaturierend) von Amplifikationsprodukten, die unter Ver- 
wendung von HPV16- Oder HPV18-DNA als Matrize erhalten wur- 
den. Als Primer wurden die erfindungsgemaBe Primer-Kombination 

20 Loma1-5/Loma-rev (Kombination 1), die Primer-Kombination Lomal- 
5/P2 (SEQ ID Nr. 2 aus DE 100 09 143 A1) (Kombination 2), die 
Primer-Kombination Loma1-5/P3 (SEQ ID Nr. 3 aus DE 100 09 143 
A1) (Kombination 3), die Primer-Kombination P1 (SEQ ID Nr. 1 aus 
DE 100 09 143 A1)/Loma-rev (Kombination 4), die Primer- 

25 Kombination P1/P2 (Kombination 5) und die Primer-Kombination 
P1/P3 (Kombination 6) eingesetzt. M = DNA-GroSenstandard (123 
bp-Leiter), 1 = Primer-Kombination 1,2 = Primer-Kombination 2,3 = 
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Primer-Kombination 3, 4 = Primer-Kombination 4, 5 = Primer- 
Kombination 5, 6 = Primer-Kombination 6. 

Figur 3 zeigt die Ergebnisse einer Acrylamid-Gelelektrophorese 
(nicht-denaturierend) von Amplifikationsprodukten, die unter Ver- 

5 wendung von Patientenproben erhalten wurden. Als Primer wurden 
die Primer-Kombinationen 1 (Loma1-5/Loma-rev) und 6 (P1/P3) ein- 
gesetzt. A = Patientenprobe, die mittels in situ-Hybridisierung als 
HPV16-positiv eingestuft wurde, B = Patientenprobe, die mittels in 
situ-Hybridisierung als HPV73-positiv eingestuft wurde, C = Patien- 

10 tenprobe, die mittels in situ-Hybridisierung als negativ eingestuft 
wurde, D = Patientenprobe, die mittels in situ-Hybridisierung als 
HPV33-positiv eingestuft wurde. In den Laufspuren links aulien und 
rechts au&en ist jeweils ein DNA-Gr6Senstandard (123 bp-Leiter) 
aufgetragen. 

15 Figur 4a zeigt das Design eines erfindungsgemaBen Nucleotid- 
Arrays oder Nucleotid-Chips, wobei auf der Oberflache des Microar- 
ray-Tragers eine Kontrolle zur Orientierung des Microarray-Tragers 
(OC), eine Hybridisierungskontrolle (HC), eine PCR-Kontrolle (AC), 
eine Proben-Kontrolle (Sample-Kontrolle, SC) sowie Sonden zur Ty- 

20 pisierung von HPV-Genotypen angeordnet sind. Der Microarray 
weist daruber hinaus Spots zur Chip-Codierung auf. Die Hybridisie- 
rungskontrolle und PCR-Kontrolle konnen jeweils als Verdiinnungs- 
reihen der entsprechenden Oligonucleotide ausgefuhrt sein. Zahlen 
geben die Bezeichnungen des HPV-Typen an, fur die die jeweilige 

25 Sonde spezifisch ist. Eine Printkontrolle ist zusatzlich auf alien Spots 
auBer der Orientierungskontrolle und der Hybridisierungskontrolle 
angebracht. 
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Figur 4b zeigt eine konkret durchgefQhrte Hybridisierung fur HPV42. 
OC, HC und Printkontrollen werden durch Fluoreszenzlicht nach An- 
regung mit Licht der Wellenlange 532nm detektiert. AC, SC und die 
HPC-spezifischen Signale durch Fluoreszenzlicht nach Anregung mit 
5 Licht der Wellenlange 635nm. 

Beispiel 1 

Amplication von HPV-DNA unter Verwendung der erfindungs- 
gemaBen Primer Loma/Loma-rev 

Zur Amplifikation wurden Plasmide mit den Genomen von HPV6, 
10 HPV16, HPV58, HPV59 und HPV82 als Matrize (Template) verwen- 
det. Diese Plasmide enthalten das gesamte Genom des entspre- 
chenden HPV-Typs. Als Negativ-Kontrolle wurde humane DNA ver- 
wendet. Tabelle 1 zeigt die Zusammensetzung des Reaktionsansat- 
zes und die Konzentration der eingesetzten Primer. 

15 Tabelle 1 



Losung 


Pi 


Endkonzentration 


H 2 0 


12,6 




1 0 x PCR-Buffer (fur AmpliTaq 
Gold; ohne MgCfe 


2 


1x 


25 mM MgCI 2 


2 


2,5 mM 


25 mM dNTP (f.c: 0,25 mM) 


0,2 


0,25 mM 


Loma-Mix mit 4 pMol/ul von je- 
dem der Primer Loma1-Loma5 


1 


0,2 pMol/ul von jedem 
der 5 Loma Primer 


20 pMol/ul Loma-rev Cy5- 
markiert 


1 


1 pMol/ul 


5 u/pl Ampli Taq Gold 


0,2 


0,05 u/ul 


DNA-Template (HPV-Plasmid) 


1 




Summe 


20 
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Die PCR wurde unter folgenden Temperaturbedingungen durchge- 
fuhrt. Zunachst wurde der Reaktionsansatz auf eine Temperatur auf 
95°C gebracht, wobei die Temperatur mit einer Geschwindigkeit von 
1°C/sec erhoht wurde. Die Temperatur des Reaktionsansatzes wur- 

5 de 10 Minuten bei 95°C gehalten. Danach wurde der Reaktionsan- 
satz folgenden Temperaturbedingungen unterworfen: pro Zyklus 30 
Sekunden bei 95°C, 30 Sekunden bei 55°C und 1 Minute bei 72°C. 
Insgesamt wurden 40 Zyklen durchgefuhrt. Nach Durchfuhrung der 
40 Zyklen wurde die Temperatur des Reaktionsansatzes 5 Minuten 

1 0 bei 72°C gehalten und dann auf 4°C abgekuhlt. 

Jeweils 2 pi der erhaltenen PCR-Produkte wurde auf einem nicht- 
denaturierenden Acrylamid-Gel aufgetrennt und mittels Silber- 
Farbung sichtbar gemacht. Die Ergebnisse sind in den Figuren 1A 
und 1B dargestellt. Sequenzunterschiede zwischen den verschiede- 
15 nen HPV-Typen fuhren zu einem unterschiedlichen Laufverhalten im 
nicht-denaturierenden Gel. Wie aus Figur 1 ersichtlich, wurde bei der 
Kontroll-DNA als Negativ-Kontrolle kein PCR-Produkt erhalten. 

Beispiel 2 

PCR-Amplifikation unter Verwendung der erfindungsgemSBen 
20 Primer im Vergleich zur PCR-Amplifikation unter Verwendung 
von im Stand der Technik bekannten Primern 

In diesem Versuch sollte die Eignung der erfindungsgemalien For- 
ward- und Reverse-Primer bei der Amplifikation von Nucleinsarue- 
Bereichen genitaler HPV-Viren im Vergleich zu der PCR- 
25 Amplifikation unter Verwendung von aus dem Stand der Technik be- 
kannten Primerpaaren bestimmt werden. 
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In der DE 100 09 143 A1 werden zwei PCR-Primersysteme be- 
schrieben. Diese Primersysteme umfassen entweder den Primer mit 
SEQ ID Nr. 1 (im Folgenden auch als P1 bezeichnet) und mit SEQ 
ID Nr. 2 (im Folgenden auch als P2 bezeichnet) oder der Primer mit 
5 SEQ ID Nr. 1 und SEQ ID Nr. 3 (im Folgenden auch als P3 bezeich- 
net). Da nur das PCR-System mit den Primern P1 und P3 zur Typi- 
sierung von Papilloma-Viren geeignet sind, stellt dieses die ma&ge- 
bende Vergleichsbasis fur das erfindungsgemaSe Primersystem 
Loma/Loma-rev dar. Aufgrund der Lage der Primer am HPV-Genom 

10 konnen sowohl der Primer P1 als auch das erfindungsgemaSe a- 
quimolare Primer-Gemisch, umfassend die Primer Loma 1 , Loma 2, 
Loma 3, Loma 4 und Loma 5, mit jedem der Primer P2, P3 und Lo- 
ma-rev kombiniert werden, um ein PCR-Produkt zu erhalten. In dem 
Versuch wurden alle sechs moglichen Primer-Kombinationen ausge- 

15 testet. Die verwendeten Primer-Kombinationen sind in Tabelle 2 dar- 
gestellt. 

Als DNA-Templates wurden das HPV16-Plasmid mit dem Genom 
des HPV16-Typs sowie HPV18-DNA, die aus HeLa-Zellen extrahiert 
worden war, eingesetzt. Die Konzentrationen der jeweiligen Templa- 

20 tes wurden in Vorversuchen so eingestellt, dass sie in der Nahe der 
Grenze der Amplifizierbarkeit mit dem Primersystem Loma/Loma-rev 
kommen, aber noch ein deutliches PCR-Amplifikationsprodukt erge- 
ben. Die PCR wurde unter folgenden Temperaturbedingungen 
durchgefuhrt: Rampe: 1°C/sec, Halten der Temperatur bei 95°C Qber 

25 10 min, 40 Zyklen mit jeweils 30 sec bei 95°C, 30 sec bei 55°C, 
1 min bei 72°C, danach 5 min Halten der Temperatur bei 72°C und 
Abkuhlen auf 4°C. 
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Tabelle 2 



Primer- 
kombination 


Forward-Primer 


Reverse-Primer 


1 


Loma 1-5 


Loma-rev 


2 


Loma 1-5 


SEQ ID Nr. 2 aus 
DE 100 09 143 (P2) 


3 


Loma 1-5 


SEQ ID Nr. 3 aus 
DE 100 09 143 (P3) 


4 


SEQ ID Nr. 1 aus 
DE 100 09 143 (P1) 


Loma-rev 


5 


SEQ ID Nr. 1 aus 
DE 100 09 143 (P1) 


SEQ ID Nr. 2 aus 
DE 100 09 143 (P2) 


6 


SEQ ID Nr. 1 aus 
DE 100 09 143 (P1) 


SEQ ID Nr. 3 aus 
DE 100 09 143 (P3) 



Die mit den vorstehenden Primer-Kombinationen erhaltenen Ergeb- 
nissse sind in Figur 2 dargestellt. Die Primer-Kombination 1 ergibt 
5 sowohl bei der Amplifikation der HPV16-DNA als audi bei der Ampli- 
fikation der HPV18-DNA ein PCR-Produkt. Die Primer-Kombination 2 
ergibt im Falle der HPV16-DNA kein nachweisbares PCR-Produkt. 
Die Primer-Kombination 3 ergibt bei beiden getesteten Nucleinsaure- 
Templates ein PCR-Produkt. Die Primer-Kombinationen 4 bis 6 er- 
10 geben bei der gewahlten VerdOnnung der HPV16-DNA kein PCR- 
Produkt und bei der HPV18-DNA eine deutlich geringere Amplifikati- 
onsprodukt-Menge als die Primer-Kombinationen 1 bis 3. 
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Beispiel 3 

Amplifikation von HPV-Tem plates aus Patientinnen-Proben 

Unter Verwendung von DNA-Extrakten aus vier Proben von Patien- 
tinnen (Paraffinschnitte von Cervicalproben) wurden PCR- 
5 Reaktionen mit den Primer-Kombinationen 1 und 6 (vergleiche Ta- 
belle 2) durchgefuhrt. Diese Proben waren zuvor mittels in situ- 
Hybridisierung auf HPV-lnfektionen untersucht worden. Die Ergeb- 
nisse sind in Tabelle 3 und Figur 3 dargestellt. 



Tabelle 3 



Patienten- 
probe 


Ergebnis In-situ 
Hyb rid isie rung 


Ergebnis PCR 
Lorn a 1-5/ 
Loma rev 


Ergebnis PCR 
SEQ ID Nr. 1 

(P1)/ 
SEQ ID Nr. 3 

(P3) 


A 


HPV16 


+ 


+ 


B 


HPV73 


+ 




C 


Negativ 


+ 


+ 


D 


HPV33 


+ 





10 Aus den Ergebnissen ist erkennbar, dass beide PCR-Reaktionen im 
Fall der Probe C sensitiver als die Hybridisierung sind, da diese Pro- 
be bei beiden Primerpaaren positiv war. Die Proben B und D sind 
nur mit den erfindungsgemaBen Primern Loma/Loma-rev positiv, 
nicht jedoch mit der aus dem Stand der Technik bekannten Primer- 

15 Kombination P1/P3. 
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Beispiel 4 

Hybridisierung eines Amplifikationsprodukts der Loma-Primer 
auf einen erfindungsgema&en Nucleotidarray 

Zur Amplifikation wurde als Template ein Plasmid mit einem Teil des 
5 Genoms von HPV42 eingesetzt, gemischt mit humaner DNA und mit 
einem Plasmid, das ein synthetisches DNA-Konstrukt, das einen 
kurzen Ausschnitt aus dem Genom des Lambda-Phagen flankiert 
von Bindungsstellen fur die Primer nach SEQ ID Nr. 4 und SEQ ID 
Nr. 7, enthalt. Die Sonde der Amplifikationskontrolle am Nucleotidar- 
10 ray ist spezifisch fur diesen Ausschnitt des Lambda-Phagen- 
Genoms. 

Im PCR-Ansatz wurden ausser den Loma Primern auch Primer zur 
Amplifikation eines Ausschnitts aus dem humanen ADAT1-Gen ver- 
wendet. 

15 Einer der Primer zur Amplifikation des humanen ADAT1-Gens und 
der Primer nach SEQ ID Nr. 6 sind mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 
markiert. 

Nach erfolgter DNA-Amplifikation wurden 5ul des PCR-Produkts mit 
30ul Hybridisierungspuffer (0.5% Laurylsarcosin, 0.225M NaCI, 

20 0.0225M Natrium-Citrat, 20nm eines Cy3-markierten Oligonukleotids, 
das komplementar zur Hybridisierungs- und Printkontrolle am Nucle- 
otidarray ist) gemischt. Die Mischung wurde 3min bei 95°C denatu- 
riert, auf Eiswasser abgekuhlt und fUr 10min bei 50°C auf den Nuc- 
leotidarray hybridisiert. Der Nucleotidarray wurde 3x for jeweils 20 

25 Sekunden bei 50°C in Waschpuffer (0.2% Natriumdodecylsulfat, 
0.3M NaCI, 0.03M Natrium Citrat, pH7) gewaschen. In einem han- 
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delsublichen Microarrayscanner wurde der Nucleotidarray bei Anre- 
gung mit Licht einer Wellenlange von 532nm und 635nm gescannt. 
Das Ergebnis ist in Figur 4b gezeigt. Figur 4a zeigt die Position der 
Sonden auf dem verwendeten Nucleotidarray. 
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Patentanspruche 

1. Oligonucleotid, das als Primer, insbesondere Forward-Primer zur 
Amplifikation eines Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen huma- 
nen Papillomavirus (HPV) eingesetzt werden kann und das die Se- 
5 quenz 5'-CAR GCI AAA WWW KTD AAR GAY TGT G-3' oder 5'- 
CAR GCN AAA WWW KTD AAR GAY TGT G-3' (SEQ ID Nr. 1) 
aufweist, wobei R = A oder G ist, W = T oder A ist, K = T oder G ist, I 
= Inosin ist, N = A, T, G oder C ist, D = A, T oder G ist und Y = C o- 
der T ist. 

10 2. Oligonucleotid nach Anspruch 1 , wobei das Oligonucleotid ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) einem Oligonucleotid mit der Nucleotidsequenz 5'-CAR GCI 
AAA TAT KTR AAA GAT TGT G-3' oder 5'-CAR GCN AAA 
TAT KTR AAA GAT TGT G-3' (SEQ ID Nr. 2), 

15 b) einem Oligonucleotid mit der Nucleotidsequenz 5'-CAR GCA 

AAA TAT GTW AAG GAT TGT G-3 '(SEQ ID Nr. 3), 

c) einem Oligonucleotid mit der Nucleotidsequenz 5-CAR GCW 
AAA ATT GTA AAR GAT TGT G-3' (SEQ ID Nr. 4), 

d) einem Oligonucleotid mit der Nucleotidsequenz 5-CAA GCA 
20 AAA ATA GTA AAR GAC TGT G-3' (SEQ ID Nr. 5), und 



e) einem Oligonucleotid mit der Nucleotidsequenz 5-CAR GCA 
AAA TAT GTA AAA GAC TGT G-3' (SEQ ID Nr. 6), 
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wobei R = A oder G ist, W = T oder A ist, K = T oder G ist, I = Inosin 
ist und N = A, T, G oder C ist. 

3. Oligonucleotid, das als Primer, insbesondere Reverse-Primer zur 
Amplifikation eines Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen huma- 

5 nen Papillomavirus eingesetzt werden kann, mit der Nucleotidse- 
quenz 5'-ARY GGY TSY ARC CAA AAR TGR CT-3' (SEQ ID Nr. 7), 
wobei R = A oder G ist, Y = C oder T ist und S = C oder G ist. 

4. Oligonucleotid, das als Sonde zum Nachweis und/oder zur Be- 
stimmung genitaler HPV-Genotypen eingesetzt werden kann, aus- 

10 gewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

1) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 117 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV6-Genotyps, 

2) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 118 dargestellten 
15 Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 

des HPV11-Genotyps, 

3) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 19 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV16-Genotyps, 

20 4) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 119 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV18-Genotyps, 



-75- 



5) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 120 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV31-Genotyps, 

6) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 32 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV33-Genotyps, 

7) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 41 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV35h-Genotyps, 

8) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 44 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV39-Genotyps, 

9) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 48 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV40-Genotyps, 

10) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 121 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV42-Genotyps, 

11) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 122 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV43-Genotyps, 

12) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 123 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV44-Genotyps, 



13) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 124 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV45-Genotyps, 

14) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 125 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV51-Genotyps, 

15) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 126 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV52-Genotyps, 

16) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 127 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV53-Genotyps, 

17) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 128 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV56-Genotyps, 

18) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 82 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV58-Genotyps, 

19) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 129 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV59-Genotyps, 

20) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 130 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV66-Genotyps, 
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21) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 131 oder 132 
dargestellten Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur 
Bestimmung des HPV68-Genotyps, 

22) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 133 dargestellten 
5 Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 

des HPV70-Genotyps, 

23) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 134 dargestellten 
Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV73-Genotyps, und 

10 24) einem Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 135 dargestellten 

Nucleotidsequenz zum Nachweis und/oder zur Bestimmung 
des HPV82-Genotyps. 

5. Oligonucleotid nach einem der AnsprQche 1 bis 4, das eine Nuc- 
leotidsequenz aufweist, die gegenuber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 
15 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen mutiert ist, erhaltlich durch: 

a) Deletion von 1 bis 10 Nucleotiden in einer der in SEQ 

ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, 

20 b) Addition von 1 bis 10 Nucleotiden in einer der in SEQ 

ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen, und/oder 
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c) Substitution von 1 bis 3 Nucleotiden in einer der in 

SEQ ID Nr. 1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 Oder 117 bis 135 
dargestellten Nucleotidsequenzen. 

6. Oligonucleotid nach Anspruch 5, wobei die Deletion oder Addition 
5 der Nucleotide am 5-Ende und/oder 3'-Ende einer der in SEQ ID Nr. 

1 bis 7, 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen vorliegt. 

7. Oligonucleotid nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei es sich 
urn ein DNA-Molekul, RNA-Molekul, PNA-Molekul, LNA-Molekul oder 

10 eine Mischform davon handelt. 

8. Oligonucleotid nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei dessen 
Nucleotidsequenz zu einer Sequenz aus dem E1-Genbereich von 
mindestens einem genitalen HPV-Genotyp komplementar ist. 

9. Oligonucleotid, das eine Nucleotidsequenz aufweist, die uber die 
15 gesamte Lange zu der Nucleotidsequenz eines Oligonucleotids nach 

einem der Anspruche 1 bis 8 komplementar ist. 

10. Primer-Paar zur Amplifikation eines Nucleinsaure-Bereiches ei- 
nes genitalen humanen Papillomavirus (HPV), umfassend einen For- 
ward-Primer und einen Reverse-Primer, wobei der Forward-Primer 

20 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) einem Oligonucleotid nach Anspruch 1 oder 2 mit einer der in 
SEQ ID Nr. 1 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen, 
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b) einem Oligonucleotid nach Anspruch 5 oder 6, das eine ge- 
genuber dem Oligonucleotid nach a) mutierte Nucleotidse- 
quenz aufweist, und 

c) einem Gemisch der Oligonucleotide nach a) und/oder b), 

5 und der Reverse-Primer ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus: 

d) einem Oligonucleotid nach Anspruch 3 mit der in SEQ ID Nr. 
7 dargestellten Nucleotidsequenz, 

e) einem Oligonucleotid nach Anspruch 5 oder 6, das eine ge- 
10 geniiber dem Oligonucleotid nach d) mutierte Nucleotidse- 
quenz aufweist, und 

f) einem Gemisch der Oligonucleotide nach d) und e). 

11. Primer-Paar nach Anspruch 10, wobei der Forward-Primer ein 
aquimolares Gemisch der Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 2 

15 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen ist und der Reverse-Primer 
das Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotid- 
sequenz. 

12. Nucleinsauremolekul, umfassend mindestens einen Bereich, der 
eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dar- 

20 gestellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz da- 
von, erhaltlich durch Deletion und/oder Addition von 1 bis 10 Nucleo- 
tiden und/oder Substitution von 1 bis 3 Nucleotiden einer der in SEQ 
ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen, oder eine komplementare Nucleotidsequenz davon 
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und einen oder mehrere zusatzliche Bereiche mit einer Gesamtlange 
von mindestens 1 Nucleotid aufweist 

13. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12, wobei die zusatzlichen 
Bereiche keine Komplementaritat zu Sequenzen eines Amplifikati- 

5 onsproduktes aufweisen, das mittels eines Amplifikationsverfahrens 
unter Verwendung eines Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen 
humanen Papillomavirus als Matrize und eines Primer-Paares nach 
Anspruch 10 oder 11 erhaltlich ist. 

14. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 13, wobei die zusatzlichen 
1 0 Bereiche Poly-A- oder Poly-T-Nucleotidsequenzen aufweisen. 

■ 

15. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12, wobei die zusatzlichen 
Bereiche mehrfache Wiederholungen des Bereiches umfassen, der 
eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dar- 
gestellten Nucleotidsequenzen, eine mutierte Nucleotidsequenz da- 

1 5 von oder eine komplementare Nucleotidsequenz aufweist. 

16. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 15, wobei die Wiederholun- 
gen durch Spacer mit einer Lange von mindestens einem Nucleotid 
oder mindestens einem Phosphat oder mindestens einem Kohlen- 
stoffatom oder mindestens einer Aminogruppe getrennt sind. 

20 17. NucleinsauremolekQI, das eine Nucleotidsequenz aufweist, die 
uber die gesamte Lange zu der Nucleotidsequenz eines NucleinsSu- 
remolekuls nach einem der Anspruche 12 bis 16 komplementar ist. 

18. Nucleinsauremolekul nach einem der AnsprUche 12 bis 17, wo- 
bei es sich urn ein DNA-MolekUl, RNA-Molekul, PNA-MolekUl, LNA- 
25 MolekUl oder eine Mischform davon handelt. 
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19. Verfahren zur Amplifikation eines Bereiches einer in einer biolo- 
gischen Probe vorhandenen Nucleinsaure eines genitalen humanen 
Papillomavirus, umfassend die Durchfuhrung eines Nucleinsaure- 
Amplifikationsverfahrens unter Verwendung eines einen Forward- 

5 Primer und einen Reverse-Primer umfassenden Primer-Paares, wo- 
bei der Forward-Primer ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus: 

a) einem Oligonucleotid nach Anspruch 1 oder 2 mit einer der in 
SEQ ID Nr. 1 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen, 

O b) einem Oligonucleotid nach Anspruch 5 oder 6, das eine ge- 

genuber dem Oligonucleotid nach a) mutierte Nucleotidse- 
quenz aufweist, und 

c) einem Gemisch der Oligonucleotide nach a) und/oder b), 

und der Reverse-Primer ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
5 aus: 

d) einem Oligonucleotid nach Anspruch 3 mit der in SEQ ID Nr. 
7 dargestellten Nucleotidsequenz, 

e) einem Oligonucleotid nach Anspruch 5 oder 6, das eine ge- 
genuber dem Oligonucleotid nach d) mutierte Nucleotidse- 

:0 quenz aufweist, und 

f) einem Gemisch der Oligonucleotide nach d) und e). 

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das Oligonucleotid ein 
DNA-Molekul, RNA-Molekul, PNA-Molektil, LNA-Molekul oder eine 
Mischform davon ist. 
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21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die bioiogische Pro- 
be ein Abstrich der Cervix uteri, eine frische Gewebeprobe, eine fi- 
xierte Gewebeprobe oder ein Schnittpraparat einer Gewebeprobe ist. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 21, wobei die zu 
5 arnplifizierende Nucleinsaure aus der biologischen Probe aufgerei- 

nigt und/oder isoliert wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die zu arnplifizierende Nuc- 
leinsaure eine DNA ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 23, wobei das Nuc- 
10 leinsaureamplifikations-Verfahren ein PCR (polymerase chain reacti- 

on)-Verfahren ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei der Forward-Primer und der 
Reverse-Primer in der Nucleinsaure-Amplifikationsreaktion jeweils in 
einer Konzentration von 0,5-1 pMol/jul eingesetzt werden. 

15 26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei als Forward-Primer ein a- 
quimolares Gemisch der Oligonucleotide mit den in SEQ ID Nr. 2 bis 
6 dargestellten Nucleotidsequenzen eingesetzt wird, wobei jedes 
Oligonucleotid in einer Konzentration von 0,1-0,2 pMol/jil vorliegt, 
und als Reverse-Primer das Oligonucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 

20 dargestellten Nucleotidsequenz in einer Konzentration von 0,5-1 
pMol/|Lil. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 26, wobei die Nuc- 
leinsaureamplifikation unter folgenden Temperatur-Bedingungen 
durchgefuhrt wird: 
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a) Erhitzen auf 95°C, wobei die Temperatur pro sec um 1°C er- 
hoht wird, 

b) Halten der Temperatur bei 95°C fQr 10 min, 

c) Durchfuhrung von 40 Zyklen, jeweils umfassend 30 sec bei 
5 95°C, 30 sec bei 55°C und 1 min bei 72°C, 

d) Halten der Temperatur bei 72°C fur 5 min und 

e) Abkuhlen auf 4°C. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 23, wobei das Nuc- 
leinsaureamplifikations-Verfahren ein LCR (ligase chain reaction)- 

10 Verfahren, ein NASBA-Verfahren Oder ein isotherm isches Verfahren 
ist. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 28, wobei ein Be- 
reich des HPV-Gens E1 amplifiziert wird. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 29, wobei der ampli- 
15 fizierte Nucleinsaurebereich aufgereinigt und/oder isoliert wird. 

31. Verfahren nach einem der AnsprOche 19 bis 30, wobei das 
Amplifikationsprodukt wahrend oder nach der Amplifikationsreaktion 
mit einer Markierung versehen wird. 

32. Verfahren zum Nachweis und/oder zur Bestimmung eines genita- 
20 len HPV-Genotyps, umfassend die Untersuchung einer in einer bio- 

logischen Probe vorhandenen Nucleinsaure eines genitalen huma- 
nen Papillomavirus, insbesondere die Untersuchung des HPV-Gens 
E1 oder eines Teils davon, durch Hybridisierung mit mindestens ei- 
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ner Sonde, wobei die Sonde ausgewahlt ist aus der Gruppe beste- 
hend aus: 

a) HPV-Genotyp-spezifischen Oligonucleotiden nach Anspruch 4 
mit den in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 Oder 117 bis 135 

5 dargestellten Nucleotidsequenzen, 

b) Oligonucleotiden nach Anspruch 5 oder 6, die eine gegenuber 
einem der Oligonucleotide nach a) mutierte Nucleotidsequenz 

1 aufweisen, 



*,=y 

I c) Oligonucleotiden nach Anspruch 9, die eine Nucleotidsequenz 
10 aufweisen, die gegenuber der eines Oligonucleotids nach a) 

oder b) komplementar ist, 

d) Nucleinsauremolekulen nach einem der Anspruche 12 bis 18, 
und 

e) Gemischen der Oligonucleotide nach a) bis c) und/oder der 
15 Nucleinsauremolekule nach d), 

und den Nachweis der Hybridisierung. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei das als Sonde verwendete 
Oligonucleotid oder Nucleinsauremolekul ein DNA-Molekul, RNA- 
Molekul, PNA-Molekul, LNA-Molekul oder eine Mischform davon ist 

20 34. Verfahren nach Anspruch 32 oder 33, wobei vor Hybridisierung 
mit der Sonde die in der biologischen Probe vorhandene HPV- 
Nucleinsaure amplifiziert wird. 
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35. Verfahren nach Anspruch 34, wobei die Amplifikation der Nuc- 
leinsaure mittels eines Verfahrens nach einem der Anspruche 19 bis 
31 erfolgt. 

36. Verfahren nach Anspruch 32 oder 33, wobei die biologische Pro- 
5 be einen ampiifizierten Nucleinsaurebereich, erhaltlich mittels eines 

Verfahrens nach einem der Anspruche 19 bis 31, umfasst. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 32 bis 36, wobei die biolo- 
gische Probe ein Abstrich der Cervix uteri, eine frische Gewebepro- 
be, eine fixierte Gewebeprobe oder ein Schnittpraparat einer Gewe- 

1 0 beprobe ist. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 37, wobei das Ver- 
fahren zur Diagnose und/oder zur Fruherkennung von Erkrankungen, 
Erkrankungsvorstufen, Erkrankungsrisiken und/oder krankhaften 
Veranderungen, die von genitalen humanen Papillomaviren verur- 

1 5 sacht werden, eingesetzt wird. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, wobei die Erkrankung eine Krebs- 
erkrankung ist. 

40. Nucleotid-Array zum Nachweis und/oder zur Bestimmung des 
Genotyps eines in einer biologischen Probe enthaltenen humanen 

20 Papillomavirus, insbesondere nach einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 32 bis 39, umfassend einen festen Trager mit einer Ober- 
flache und rnindestens ein an die Trager-Oberflache gebundenes 
erstes Oligonucleotid oder Nucleinsauremolekul, das zum Nachweis 
und/oder zur Bestimmung eines genitalen HPV-Genotyps geeignet 

25 ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 
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a) HPV-Genotyp-spezifischen Oligonucleotiden nach Anspruch 4 
mit den in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 
dargestellten Nucleotidsequenzen, 

b) Oligonucleotiden nach Anspruch 5 oder 6, die eine gegenuber 
5 einem der Oligonucleotide nach a) mutierte Nucleotidsequenz 

aufweisen, 

c) Oligonucleotiden nach Anspruch 9, die eine Nucleotidsequenz 
aufweisen, die gegenQber der eines Oligonucleotids nach a) 
oder b) komplementar ist, 

10 d) Nucleinsauremolekulen nach einem der Anspruche 12 bis 18, 

und 

e) Gemischen der Oligonucleotide nach a) bis c) und/oder der 
Nucleinsauremolekule nach d). 

41. Nucleotid-Array nach Anspruch 40, wobei der Trager plattchen- 
15 formig, beispielsweise in Form eines Objekttragers oder plattchen- 

formig mit Vertiefungen, beispielsweise als Chamberslide oder als 
Mikrotiterplatte mit Abmessungen gemaS Empfehlung der SBS (So- 
ciety of Biomolecular Screening), ausgebildet ist. 

42. Nucleotid-Array nach Anspruch 40 oder 41, wobei die ersten OH- 
20 gonucleotide oder Nucleinsauremolekule auf der Oberflache des 

Tragers in einem definierten Analysebereich angeordnet sind. 

43. Nucleotid-Array nach einem der Anspruche 40 bis 42, wobei die 
Oberflache des Tragers einen Kontrollbereich aufweist. 
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44. Nucleotid-Array nach Anspruch 43, wobei der Kontrollbereich 
eine Kontrolle zur Orientierung des Tragers, eine Amplifikations- 
Kontrolle, eine Hybridisierungs-Kontrolle, eine Proben-Kontrolle 
und/oder eine Print-Kontrolle umfasst. 

5 45. Nucleotid-Array nach Anspruch 44, wobei die Kontrolle zur Orien- 
tierung des Tragers mindestens ein zweites Oligonucleotid oder Nuc- 
leinsauremolekul umfasst. 

46. Nucleotid-Array nach Anspruch 45, wobei das zweite Oligonucle- 
otid ein fluoreszierendes Oligonucleotid ist und die Kontrolle zur Tra- 

0 ger-Orientierung mindestens drei Spots des fluoreszierenden Oligo- 
nucleotids umfasst. 

47. Nucleotid-Array nach Anspruch 44, wobei die Amplifikations- 
Kontrolle mindestens ein drittes Oligonucleotid oder Nucleinsaure- 
molekul umfasst. 

5 48. Nucleotid-Array nach Anspruch 47, wobei das dritte Oligonucleo- 
tid oder Nucleinsauremolekul als Sonde zum Nachweis eines Ampli- 
fikationsproduktes geeignet ist, das mittels eines Amplifikationsver- 
fahrens unter Verwendung einer Kontroll-Nucleinsaure als Matrize 
und eines Primer-Paares nach Anspruch 1 0 oder 1 1 erhaltlich ist. 

!0 49. Nucleotid-Array nach Anspxuch 48, wobei die Kontroll- 
Nucleinsaure eine Lange und einen GC-Gehalt aufweist, der der 
Lange und dem GC-Gehalts des Ampllfikationsproduktes entspricht, 
das mittels eines Amplifikationsverfahrens unter Verwendung des 
Nucleinsaure-Bereiches eines genitalen humanen Papillomavirus als 

!5 Matrize und eines Primer-Paares nach Anspruch 10 oder 11 erhalt- 
lich ist. 
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50. Nucleotid-Array nach Anspruch 44, wobei die Hybridisie- 
rungskontrolle mindestens ein viertes Oligonucleotid oder Nuclein- 
sauremolekul umfasst. 

51. Nucleotid-Array nach Anspruch 50, wobei die Hybridisie- 
5 rungskontrolle mindestens zwei bis 10 Spots des vierten Oligonucle- 

otids oder Nucleinsauremolekuls umfasst und die Spots unterschied- 
liche definierte Mengen des vierten Oligonucleotids oder Nucleinsau- 
remolekuls aufweisen. 

52. Nucleotid-Array nach Anspruch 51, wobei die Hybridisie- 
0 rungskontrolle Spots mit einer Verdunnungsreihe des vierten Oligo- 
nucleotids oder Nucleinsauremolekuls umfasst. 

53. Nucleotid-Array nach Anspruch 44, wobei die Proben-Kontrolle 
mindestens ein funftes Oligonucleotid oder Nucleinsauremolekul um- 
fasst. 

5 54. Nucleotid-Array nach Anspruch 53, wobei das funfte Oligonuc- 
leotid oder NucleinsauremolekQI als Sonde zum Nachweis des hu- 
manen ADAT1 -Gens geeignet ist. 

55. Nucleotid-Array nach Anspruch 44, wobei die Print-Kontrolle min- 
destens ein sechstes Oligonucleotid oder Nucleinsauremolekul um- 

0 fasst. 

56. Nucleotid-Array nach einem der Anspruche 40 bis 55, wobei die 
Oligonucleotide und Nucleinsauremolekuie als DNA-Molekule, RNA- 
Molekule, PNA-Molekule, LNA-Molekule oder Mischformen davon 
ausgebildet sind. 
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57. Kit zum Nachweis und/oder zur Bestimmung genitaler HPV- 
Genotypen, umfassend mindestens einen ersten Behalter mit min- 
destens einem Primer zur Amplifikation von Bereichen des HPV- 
Gens E1, ausgewahlt aus Oligonucleotiden nach einem der Anspru- 

5 che 1 bis 3, Oligonucleotiden nach Anspruch 5 oder 6 mit einer Nuc- 
leotidsequenz, die gegenuber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen mutiert ist, und/oder Primer-Paaren 
nach Anspruch 10 oder 11, und mindestens einen zweiten Behalter 
mit mindestens einer Sonde zum Nachweis eines amplifizierten Be- 

10 reiches des HPV-Gens E1, ausgewahlt aus Oligonucleotiden nach 
einem der Anspruche 4 bis 9, das eine der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 
44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleotidsequenzen, eine 
mutierte Sequenz davon oder eine komplementare Sequenz davon 
aufweist, und Nucleinsauremolekulen nach einem der Anspruche 12 

15 bis 18. 

58. Kit nach Anspruch 57, umfassend mindestens 24 zweite Behalter 
mit mindestens 24 verschiedenen Sonden zum Nachweis und/oder 
zur Bestimmung der HPV6-, HPV11-, HPV16-, HPV18-, HPV31-, 
HPV33-, HPV35h-, HPV39-, HPV40-, HPV42-, HPV43-, HPV44-, 

20 HPV45-, HPV51-, HPV52-, HPV53-, HPV56-, HPV58-, HPV59-, 
HPV66-, HPV68-, HPV70-, HPV73- und HPV82-Genotypen, wobei 
jeder Behalter mindestens eine Sonde enthalt und wobei alle in ei- 
nem Behalter enthaltenen Sonden nur einen spezifischen genitalen 
HPV-Genotyp nachweisen konnen. 

25 59. Kit zum Nachweis und/oder zur Bestimmung genitaler HPV- 
Genotypen, umfassend mindestens einen ersten Behalter mit min- 
destens einem Primer zur Amplifikation von Bereichen des HPV- 
Gens E1, ausgewahlt aus Oligonucleotiden nach einem der Ansprii- 



-90- 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



che 1 bis 3, Oligonucleotiden nach Anspruch 5 oder 6 mit einer Nuc- 
leotidsequenz, die gegenuber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 darge- 
stellten Nucleotidsequenzen mutiert ist, und/oder Primer-Paaren 
nach Anspruch 10 oder 11, und einen Nucleotid-Array nach einem 
5 der Anspruche 40 bis 56. 

60. Kit nach einem der Anspruche 57 bis 59, umfassend zwei erste 
Behalter, wobei ein Behalter aquimolare Mengen der Oligonucleotide 
mit den in SEQ ID Nr. 2 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen oder 
mutierten Sequenzen davon enthalt und ein Behalter ein Oligonucle- 

10 otid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz oder 
einer mutierten Nucleotidsequenz davon enthalt. 

61. Kit nach einem der Anspruche 57 bis 59, umfassend sechs erste 
Behalter, wobei funf Behalter jeweils eines der Oligonucleotide mit 
den in SEQ ID Nr. 2 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen oder 

15 mutierten Sequenzen davon enthalten und ein Behalter ein Oligo- 
nucleotid mit der in SEQ ID Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz 
oder einer mutierten Nucleotidsequenz davon enthalt 

62. Kit nach einem der Anspruche 57 bis 61, umfassend zusatzlich 
einen Behalter mit einer Kontroll-Nucleinsaure, die unter Verwen- 

20 dung eines Oligonucleotids nach Anspruch 1 oder 2 mit einer der in 
SEQ ID Nr. 1 bis 6 dargestellten Nucleotidsequenzen als Forward- 
Primer und eines Oligonucleotids nach Anspruch 3 mit der in SEQ ID 
Nr. 7 dargestellten Nucleotidsequenz als Reverse-Primer amplifiziert 
werden kann. 

25 63. Verwendung eines Oligonucleotids nach Anspruch 4, eines Oli- 
gonucleotids nach Anspruch 5 oder 6, dessen Nucleotidsequenz ge- 
genuber einer der in SEQ ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 
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135 dargestellten Nucleotidsequenzen mutiert ist, eines Oligonucleo- 
tids nach Anspruch 9, dessen Nucleotidsequenz zu einer der in SEQ 
ID Nr. 19, 32, 41, 44, 48, 82 oder 117 bis 135 dargestellten Nucleo- 
tidsequenzen oder einer mutierten Nucleotidsequenz davon kom^- 
5 plementar ist, oder eines Nucleinsauremolekuls nach einem der An- 
spruche 12 bis 18 zum Nachweis und/oder zur Bestimmung eines 
genitalen HPV-Genotyps. 

64. Verwendung eines Oligonucleotids nach einem der Anspruche 1 
bis 3, eines Oligonucleotids nach Anspruch 5 oder 6, dessen Nucleo- 

10 tidsequenz gegenuber einer der in SEQ ID Nr. 1 bis 7 dargestellten 
Nucleotidsequenzen mutiert ist, oder eines Primer-Paares nach An- 
spruch 10 oder 11 zur Amplifikation eines Nucleinsaure-Bereiches 
eines genitalen humanen Papillomavirus. 

65. Verwendung eines Oligonucleotids nach einem der Anspruche 1 
15 bis 9, eines Nucleinsauremolekuls nach einem der Anspruche 12 bis 

18 oder eines Primer-Paares nach Anspruch 10 oder 11 zur Diagno- 
se und/oder Fruherkennung von Krankheiten, die von genitalen hu- 
manen Papillomaviren verursacht werden. 

66. Verwendung eines Oligonucleotids nach einem der Anspruche 1 
20 bis 9, eines Nucleinsauremolekuls nach einem der Anspruche 12 bis 

18 oder eines Primer-Paares nach Anspruch 10 oder 11 zur Herstel- 
lung eines Mittels zur Diagnose von Krankheiten, die von genitalen 
humanen Papillomaviren verursacht werden. 

67. Verwendung nach Anspruch 66, wobei das Mittel ein Nucleotid- 
25 Array nach einem der Anspruche 40 bis 56 ist. 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



68. Verwendung nach Anspruch 66, wobei das diagnostische Mittel 
ein Kit nach einem der Ansprttche 57 bis 62 ist. 

69. Verwendung nach einem der Anspruche 63 bis 68, wobei das 
Oligonucleotid oder Nucleinsauremolekul ein DNA-Molekul, RNA- 

5 Molekul, PNA-Molekul, LNA-MolekQI oder eine Mischform davon ist. 
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<110> Greiner Bio-One 

<120> Sonden zum Nachweis genitaler HPV-Genotypen 
<130> 25974 

<140> 
<141> 

<160> 135 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 25 
<212> DNA 

<:213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 1 

cargcnaaaw wwktdaarga ytgtg 



<210> 2 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<40,0> 2 

cargcnaaat atktraaaga ttgtg 



<210> 3 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 3 

cargcaaaat atgtwaagga ttgtg 



<210> 4 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 4 

cargcwaaaa ttgtaaarga ttgtg 



<210> 5 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 5 

caagcaaaaa tagtaaarga ctgtg 



<210> 6 
<211> 25 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 6 

cargcaaaat atgtaaaaga ctgtg 



<210> 7 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 7 

aryggytsya rccaaaartg ret 



<210> 8 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 8 

aagctttcta ggaggtacag ttattagtca 



<210> 9 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 9 

ataaaacata ggggttctaa aatagaaggc 



<210> 10 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 10 

actaaagttg acagtgtagg taactggaag 



<210> 11 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 11 

ttaaacaatg gattaagtat aggggtacta 



<210> 12 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 12 

aaaagatgtc tattaaacaa tggattaagt 



<210> 13 
<211> 29 
<212> DNA 



WO 2005/056839 

<213> Humanes Papilloma- Virus 



PCTYEP2004/013879 



<400> 13 

gggtactaaa gttgacagtg taggtaact 29 



<210> 14 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 
<400> 14 

gggaacagtt attagttatg ttaattcctg 30 



<210> 15 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 15 

aattgtatag ccattgtagg gccacctgac 



<210> 16 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-VirUs 
<400> 16 

gggccacctg acactgggaa gtcgtgcttt 



<210> 17 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 17 

gggccacctg acactgggaa gtcgtgcttt 



<210> 18 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 18 

tgatggaggt gattggaagc aaattgttat 



<210> 19 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 19 

tgaaatttct gcaagggtct gtaatatgtt 30 



<210> 20 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 20 

atggaggtga ttggaagcaa attgttatgt 



<210> 21 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 21 

gaccaatagt gcaattcctg cgataccaac 



<210> 22 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 22 

caaacattat aggcgagccc aaaaacgaca 



<210> 23 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
•<400> 23 

tcctgcgata ccaacaaata gagtttataa 



<210> 24 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 24 

ctgcgatacc aacaaataga gtttataa 



<210> 25 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 25 

agaaacgatc tatgtgtatg tcacaatggc 



<210> 26 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 26 

agaagagggc gggtcgtgga aggaaattgc 



<210> 27 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma- Virus 



<400> 27 

ggcgggtcgt ggaaggaaat tgccaaattt 



30 



<210> 28 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 

<400> 28 

gcacagaaac gatctatgtg tatgtcacaa 30 

<210> 29 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 



<210> 30 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 

<400> 30 

tgagccttat tagcttttta caaggatgta 30 

<210> 31 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 



<210> 32 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 32 

acagttttta aaagggtgtg ttatatcatg 30 

<210> 33 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 



<400> 29 

gtagatgtga caaagttagt gacgaaggtg 



30 



<400> 31 

caaagttagt gacgaaggtg actggaggga 



30 



<400> 33 

gggtgtgtta tatcatgtgt aaattctaaa 



30 



<210> 34 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 34 

aaagggtgtg ttatatcatg tgtaaattct 30 



<210> 35 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 
<400> 35 

attacacata gatgtgattt aatagatgat 30 



<210> 36 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 36 

tttaatgcag tttatgcaag gtgtggttat 30 



<210> 37 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 37 

tgatttaata gatgatggag gaaactggaa 



<210> 38 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 
<400> 38 

tgcagtttat gcaaggtgtg gttatttcat 



<210> 39 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 39 

ttaatagatg atggaggaaa ctggaaacat 



<210> 40 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 40 

aggtggacga tgacggtgac tggaggga 



<210> 41 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 
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<213> Humanes Papilloma -Virus 
<400> 41 

gcatttctta caaggagcta ttatatccta 



<210> 42 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 42 

aaggcaaatg tccatgtctc aatggataaa 



<210> ,43 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 43 

tgtaaacatt acaagcgagc acaaaaaagg 



<210> 44 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 44 

agccttatgc attttttaca gggcacagtt 



<210> 45 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 45 

tatttcatat gtaaactcca ccagccactt 



<210> 46 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 46 

aatttaggtg tagtaaatgt gatgaaggcg 



<210> 47 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 47 

gaagtgtgat gaaggcgact ggaaacc 



<210> 48 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCI7EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 48 

gaatgagcct gatgcacttt atgcaaggta 30 



<210> 49 
■ <211> 30 
<212> DNA 

<213> Humane s Papilloma-Virus 
<400> 49 

cctgatgcac tttatgcaag gtacaataat 



<210> 50 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humane s Papilloma-Virus 
<400> 50 

tccatgtgca aacactatag gttagcagaa 30 



<210> 51 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humane s Papilloma-Virus 
<400> 51 

acaaatgaga cgtatgtcta tgggtgcatg 30 



<210> 52 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 52 

gacgtatgtc tatgggtgca tggataaaac 30 



<210> 53 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 53 

cagtaaattt gaagacacag gaaattggaa 30 



<210> 54 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 54 

ggcactgtaa ttagttatgt aaactccagc 30 



<210> 55 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/0 13879 



<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 55 

atatgaaaca gtggataaaa tttaggagca 



<210> 56 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 56 

acgccaaatg aatatgtctc aatggattaa 



<210> 57 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 57 

cgccaaatga atatgtctca atggattaaa 



<210> 58 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 58 

tttaagggca ctaaaggaat ttcttaaagg 



<210> 59 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 59 

ggtgcaataa tatcatttgt aaattcaaac 



. <210> 60 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 60 

ggcactaaag gaatttctta aaggaacacc 



<210> 61 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 61 

agggcactaa aggaatttct taaaggaaca 



<210> 62 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT7EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 62 

cattatctat gtcagcctgg ataaggtata 30 



<210> 63 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 63 

gcacaaagaa aatcattatc tatgtcagcc 



<210> 64 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 64 

aaatcattat ctatgtcagc ctggataagg 



<210> 65 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 65 

aaacatatga atattggaca atggatacag 30 



<210> 66 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 66 

gaaagaaaac atatgaatat tggacaatgg 30 



<210> 67 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 67 

ttaattaggt tcttaagtgg atgtgtaata 



<210> 68 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 68 

taaagcatgt atgtagcaag gtggatgatg 



<210> 69 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 69 

gatgaatatg aaacaatgga taaagcatgt 



<210> 70 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 70 

aagcatgtat gtagcaaggt ggatgatggt 



<210> 71 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 71 

gttatttatg gtcctccaaa cacgggtaaa 



<210> 72 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 72 

aaacaatgga taaagcatgt atgtagcaag 



<210> 73 
<211> .30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 73 

ttagttattt atggtcctcc aaacacgggt 



<210> 74 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 74 

ttagcttttt aggaggtgta gtgctatcat 



<210> 75 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 75 

ttgtgattta gtagaggagg aaggtgagtg 



<210> 76 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 
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<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 76 

cgttgtgatt tagtagagga ggaaggtgag 



<210> 77 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 77 

catcgttgtg atttagtaga ggaggaaggt 



<210> 78 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 78 

gggcacaaca gcaacaaatg aatatgtgcc 



<210> 79 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 79 

cacaacagca acaaatgaat atgtgccagt 



<210> 80 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 

<400> 80 " -an 

ctgtttggta ctttgtggac cgccaaatac 30 



<210> 81 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 81 

tttcaagggt ctgtcatttc atttgtgaat 



<210> 82 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 82 

acatttttta aaaggatgca ttatttcata 



<210> 83 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 PCT/EP2004/0 13879 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 83 

cgtggtatga caatgggaca atggatacaa 30 

<210> 84 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 84 

gagcagaaaa gcgtggtatg acaatgggac 30 

<210> 85 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 85 

aggatgcatt atttcatatg taaattccaa 30 

<210> 86 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 86 

aaagcgtggt atgacaatgg gacaatggat 30 

<210> 87 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 87 

agcctgctac attttttaca aggaactgta 30 

<210> 88 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 88 

gattacacat agaggccgca aggtggcaga 3 0 

<210> 89 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 89 

attacacata gaggccgcaa ggtggcagac 30 



<210> 90 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humane s Papilloma- Virus 



<400> 90 

agtggattac acatagaggc cgcaaggtgg 



30 



<210> 91 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 91 

acagtggatt acacatagag gccgcaaggt 30 

<210> 92 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 



<210> 93 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma- Virus 
<400> 93 

ttacggacca agcgacacag ggaagtcgct 



<210> 94 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 94 

tacggaccaa gcgacacagg gaagtcgcta 30 

<210> 95 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 95 

gagccttata aattttttcc aagggtcagt 30 



<210> 96 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 



<400> 92 

gtaccattta ttagtgccct taaattgttt 



30 



<400> 96 

ccttataaat tttttccaag ggtcagtcat 



30 



<210> 97 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 PCT/EP2004/013879 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 97 

attacaaaag ggcacagcaa cagcaaatga 30 

<210> 98 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 98 

atggaggaga ctggagaaca atagtaaagc 30 

<210> 99 
<211> 30 
<212> DNA ■ 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 99 

aagttgtatg gtaatatgcg gaccaccaaa 30 

<210> 100 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 100 

caaggatgtg taatatcata tgtaaacgcc 30 

<210> 101 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 101 

aggagactgg agaacaatag taaagctatt 30 

<210> 102 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 102 

gttgtatggt aatatgcgga ccaccaaaca m 30 

<210> 103 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 103 

aacgacaaat gtcaatgccg caatggatta 30 



<210> 104 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma -Virus 
<400> 104 

cgggcacaaa aacgacaaat gtcaatgccg 30 



<210> 105 
<2il> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 105 

tcaatgccgc aatggattaa atttagatgc 30 



<210> 10.6 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 106 

atggcgcaat ggattaggtt tagatgtgat 30 



<210> 107 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 107 

aaatgactat ggcgcaatgg attaggttta 30 



<210> 108 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 108 

attaggttta gatgtgataa atgtgacgat 30 



<210> 109 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 109 

taaatttata caaggtgtag ttatttcgta 30 

<210> 110 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 110 

atgtgattta actaatgatg gtggtaattg 30 



<210> 111 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 



PCT/EP2004/013879 



<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 111 

taatgatggt ggtaattgga aagatattgt 30 



<210> 112 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma -Virus 
<400> 112 

taaacaaatg tcaatggcac aatggataca 30 



<210> 113 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 113 

ttaattagat ttttgcaagg gtgcgttatt 30 



<210> 114 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 114 

agaaaatcac taacaatgtc agcatggatt 30 



<210> 115 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 115 

taggtataga tgtgacaaag tgcaagacgg 



<210> 116 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 116 

ttgcgatacc agggtattaa ctttatgtat 30 



<210> 117 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 117 

gaggtacagt tattagtcat gtaaattcca 



<210> 118 
<211> 32 
<212> DNA 



WO 2005/056839 
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<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 118 

taagtttttg gggggaacag ttattagtta tg 



<210> 119 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 119 

ttatacactt tatacaagga gcagtaatat catt 



<210> 120 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 120 

caaggatgta taatatcata tgcaaattca 



<210> 121 
<211> 35 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 121 

tgagtttaat aaacttctta gcaggaactg taata 



<210> 122 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 122 

aggcggtacc atattatcat atgtaaatgc 



<210> 123 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 123 

ggaggcactg taattagtta tgtaaactcc 



<210> 124 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 124 

gagttttata catttcctac aaggtgcaat 



<210> 125 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 
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<213> Humane s Papilloma -Virus 
<400> 125 

tatttgcaat gagcctaatg aagtttatgc 30 



<210> 126 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 126 

gagtttaatt aggttcttaa gtggatgtgt aa 32 



<210> 127 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 127 

gtttagttat ttatggtcct ccaaacacg 2 9 



<210> 128 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 128 

agtcttataa agttttttca. agggtctgtc 30 



<210> 129 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 129 

tgagcctgct acatttttta caaggaactg ta 32 



<210> 130 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 130. 

tgagccttat aaattttttc caagggt 27 



<210> 131 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 131 

atacatttct tgcaaggcac aataatttca ta 32 



<210> 132 
<211> 30 
<212> DNA 



WO 2005/056839 
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<213> Humanes Papilloma -Virus 
<400> 132 

tgagtcttat acatttcttg caaggcacaa ^ 30 



<210> 133 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 133 

aatgcacttt ttacaaggta cagtaatttc 30 



<210> 134 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 
<400> 134 

ttaaatttat acaaggtgta gttatttcgt at 32 



<210> 135 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Humanes Papilloma-Virus 



<400> 135 

taattagatt tttgcaaggg tgcgtt 



26 



